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Das optische Auswahlen der Leberesterase 
im System der ,,Ausgleichungsaktivatoren. 


{IX. Mitteilung’) Uber asymmetrische Esterhydrolyse 
durch Enzyme.“] 


Von 
Eugen Bamann und Paul Laeverenz. 


Mitgeteilt von Paul Laeverenz. 


(Aus der Pharmaz. Abteilung des Laboratoriums fiir organ. und pharmaz. Chemie 
der Techn. Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1933.) 


In der 6. Abhandlung dieser Reihe haben wir die Vorstellungen 
entwickelt, die wir uns iiber die bei der enzymatischen Ester- 
verseifung sich am Substrat- und Enzymmolekiil abspielenden 
Vorginge machen. Es blieb noch die Frage offen, ,,ob nicht etwa 
auch der wichtige Befund der ,ausgleichenden Aktivierung‘ von 
dem entwickelten einheitlichen Gesichtspunkt aus zu verstehen ist“. 

Wir untersuchen hier, ob das optische Auswahlen gewisser 
Esterasen durch den Zusatz der ,,Ausgleichungsaktivatoren“, be- 
sonders der oberflichenaktiven Kalkseife, geindert wird. Es 
schien nicht unwahrscheinlich, da8 auf der aktiven Oberfliche 
der Kolloidteilchen eine Anreicherung des Substrates eintriite und 
auf Grund dieser héheren Substratkonzentration am Reaktionsort 
dann das stereochemische Auswihlen sich nach bekannten Grund- 
sitzen andere. 

Unsere Untersuchung fiihrt zu dem Ergebnis, daB die An- 
wesenheit von Calciumoleat-Albumin das optische Auswihlen der 
Leberesterase kaum merklich beeinfluBt, die Reaktionsgeschwindig- 
keit allerdings etwas verlangsamt. Andererseits finden wir die 
Gegenwart von Natriumoleat allein von groBem Einflub. Bereits 
geringe Konzentrationen der Olsiiure (1 mg:100 ccm) hemmen die 
Umsatzgeschwindigkeit und veriindern zugleich das optische Aus- 


1) Fortsetz. der VI. Mitteil., Ber. chem. Ges. 64, 897 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX XIII. 13 
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wahlen. Mit steigender Konzentration werden die Erscheinungen 
noch ausgeprigter. Durch Zusatz von Calciumchlorid, das zur 
Bildung der schwerléslichen, feinsuspendierten Kalkseife fithrt, 
wird der Kinfiu8 der Olsiure fast vollstiindig aufgehoben. 


Tabelle 1. 


Einflu8 der ,,Ausgleichungsaktivatoren“ auf das optische Auswihlen 
der Menschenleberesterase. 
(Die Vers.-Ans. von 100 ccm enth.: 10 Lipaseeinh., 0,4 g rac. Mandelsiure- 
ithylester und 1,0 g Natriumbicarbonat; ¢ = 25°.) 























Dreh.- 20 

: Zusiitze Reak- Winkel a.| [lee | ¥emmore 
s ¥ | Alb tions- | SPal- —— * vr , Reaktions- 
LY tng ‘CaCl, | dauer fang (10 cem, orang ——s- 
> | Oleat min 1=2 dm) siure digkeit 

(mg) | (mg) | (mg) | (Stdn.) (°/,) () () (°/,) 
1j—j]—]| — 4 26,0 | —0,45 | —25,6 — 
2 oe ee 5, | 284 —0,30 | —15,6 17 
TF oe ee 51, s5 | +000 | + 0,0 75 
sae iw} . 2m 162 | +000 | + 0,0 80 
5 0 || — 5 32,7 — 0,44 — 19,9 — 
6 30 30 | — 5 26,1 — 0,34 — 19,3 20 
7 | 30 | 30 | 40 ay, | 193 | —0,30 | —23,1 29 




















Dieser Befund besagt, daB kolloidchemische Vorginge ins- 
besondere eine Adsorption auf der oberflichenaktiven Kalkseife, 
wie sie bei der Spaltung gewisser Substrate durch Pankreaslipase 
angenommen werden muf, bei der Spaltung von Mandelsiureester 
nicht in Betracht zu ziehen sind. Es findet vielmehr dhnlich wie 
bei anderen chemischen Substanzen (Strychnin, Alkohol) eine An- 
lagerung der Olsiiure an das Enzym auf Grund chemischer Affi- 
nitaten statt und die Katalyse vollzieht sich im homogenen’) Milieu. 

Diese Beobachtung iiber den Einflu® der Olsiure erweitert 
zugleich unsere Kenntnisse iiber den KinfluB der Spaltprodukte 
auf das optische Auswihlen einer Esterase. Bisher fand man nur 
im Falle des Spaltproduktes Alkohol eine Auswirkung auf das 
stereochemische Auswihlen; die Siure, niimlich Mandelsaure, erwies 
sich als belanglos. Nach dem Befunde mit Olsiure war zu erwarten, 
daB auch Mandelsiure die optische Spezifitiit mitbestimmen kann, 
wenn nur das geeignete Enzymmaterial zur Verfiigung steht. Es 


') Es scheint, daB die sehr verdiinnten Enzymlésungen, obwohl ver- 
mutlich Hydrosole, wahren molekularen Liésungen ganz dbnlich werden. 
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ist ein gliicklicher Umstand, da uns durch die freundliche Ver- 
mittlung von Frl. Dr. O. Guyot in der Chem. Fabrik Promonta 
gelegentlich die Leber eines minnlichen Mantelpavians aus dem 
Tierpark Hagenbeck tibersandt wurde. Die Esterase aus der Leber 
dieses Tieres ist dadurch gekennzeichnet, daB das optische Aus- 
wihlen durch rac. Mandelsiiure beeinfluBt wird. Und zwar fiihrt 
die (—)-Komponente der Saéure zu einer starken Bevorzugung der 
Spaltung des (+)-Esters im Racemat, wihrend die (+)-Mandel- 
siure das Auswahlen nur in geringem AusmaBe, aber in entgegen- 
gesetztem Sinne beeinfluBt. Das Spaltprodukt Alkohol ist dagegen 
— anders als bei den bisher untersuchten Esterasen — fiir das 
optische Auswahlen ohne Bedeutung. Weiterhin beobachtet man 
bei diesem Enzymmaterial. ihnlich wie bei der Leberesterase des 
Menschen und des Kaninchens eine Abhingigkeit des Auswihlens 
von der Konzentration des Substrates; und zwar in der Weise, 
daB mit Krhéhung der Substratkonzentration die spezifische Drehung 
der isolierten Mandelsiure sinkt (Versuch 8, 5, 7b der Tab. 2). 


Tabelle 2. 


Einflu8 der Mandelsiiure auf das optische Auswiihlen der Leberesterase 
eines Mantelpavians. 


(Die Vers.-Ans. yon 100 ccm enth.: 36 Lipaseeinh., 4,0 g Phosphat py = 7; 
in Vers. 8 betr. die Enzymmenge 3,6 Lipaseeinh.; ¢ = 25°). 



































Dreh.- 20 |Hemmun 
a Reakt- Winkel d.} [7 Jae Reale 
Z Substrat- | ies Sia Spal- | Mandel- der plant 
h - usatze siure 2 
C Ho dauer | "8 | (40 com; Mandel- | peschwin- 
- =2dm)j "sure digkeit 
(g) (Stdn.)}  (°/,) (° (°) (/,) 
1 | 0,5:100 mie 7 50,5 | +2,70 | +63,4 as 
2 |0,5:100 | 0,422¢ rac.] 8 48,8 | +2,70 | +68,0 15 
Mandelsiure 
3 | 0,5:100 | 0,422¢ (+)-| 8 49,7 | +2,40 | +57,1 14 
Mandelsiure 
4 | 0,5:100 | 0,422g (—)-] 8 49,8 | +3,54 | +84,3 14 
Mandelsdiure 
5 | 0,5: 100 a 21, | 17,2 | +1,08 | +74,8 jn 
6 | 0,5:100 |0,384gAlkoh.| 4 16,7 | +1,07 | +75,9 39 
7a] 1,0: 100 on 2), } 60 | +060 | +59,5 a 
7b] 1,0: 100 eee 8/, | 22,9 | +2,16 | +56,0 en 
Te | 1,0: 100 on 20, | 55,0 | +4,78 | +51,5 ~ 
7d] 1,0: 100 om 321/, | 79,7 | +4,16 | +31,0 _ 
8 | 0,1: 100 4", | 21,9 | +032 | +865 | — 


13* 
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Bei der Durchspaltung des Mandelsaureesters bleibt der Wert 
fiir das [w] der isolierten Mandelsiure bis zu hohen Spaltungs- 
graden fast auf der urspriinglichen Héhe (Versuch 7). Das ist bei 
den hohen Werten der spezifischen Drehung auffallend, allein 
verstandlich, da mit der Abnahme der Substratkonzentration eine 
Bevorzugung des (+)-Esters verbunden ist, die iiberdies durch 
entstehende (—)-Saure noch unterstiitzt wird. 

Die Versuche mit der Leberesterase des Mantelpavians be- 
leuchten die ,,optische Spezifitat“ erneut als komplexe Erscheinung. 
Wir sind aber nach den Darlegungen unserer VII. Mitteilung ') in 
der Lage, alle Einzelvorginge auf Grund experimenteller Messungen 
zu berechnuen und sie dadurch nicht nur dem Sinne nach, sondern 
auch quantitativ zu verstehen. 


Der Vereinigung von Freunden der Technischen Hoch- 
schule Stuttgart sprechen wir fiir die Férderung unserer Unter- 


suchung herzlichen Dank aus. 





1) G. M. Schwab, E. Bamann u. P. Laeverenz, Diese Z. 215, 121 
(1933). 
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Bios und Faktor Z. 


Von 
Hans vy. Euler und Henry Larsson. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1934.) 








I. Zur Einteilung der Wuchsstoffe. 

Die Chemie verschiedener Katalysatoren des Wachstums hat 
in den letzten Jahren bedeutende Fortschritte gemacht; es sel 
nur erinnert an die erfolgreichen Arbeiten, durch welche Kégl?) 
im AnschluB an Wents?) Entdeckungen das Auxin gewonnen Kat, 
sowie an die Erforschung der an Tieren wirksamen Wachstums- 
vitamine, namlich die Aufklirung der Konstitution des Vitamins A 
durch Karrer und die Isolierung zweier Komponenten der 
B-Gruppe, nimlich B, Jansen; Seidell; Windaus, Tschesche 
und Laquer) und wenigstens eines B,-Reprisentanten (Kuhn, 
Gyérgy und Wagner-Jauregg). 

Andererseits wird es aus Zusammenstellungen der neuen 
Literatur iiber Wachstumsstoffe deutlich, daB sich die Biochemie 
dieser physiologischen Stoffgruppe in den ersten Anfingen be- 
findet. Bis vor kurzem hat man alle Stoffe, welche in kleinen 
Mengen eine Gewichtsvermehrung oder eine Entwicklungsbeschleuni- 
sung oder eine Vermehrung oder VergriBSerung der Zellen bei 
Tier oder Pflanze hervorriefen unter der Bezeichnung ,, Wuchsstoffe“ 
zusammengestellt; es sind dies also Katalysatoren vollkommen 
verschiedener Wirkungen, welche — soviel man bis jetzt sehen kann 
—  weder chemisch noch biologisch miteinander verkniipft sind. 

Allerdings ist mit der Abtrennung und Spezifizierung einer 
Gruppe von Wuchsstoffen bereits ein Anfang gemacht worden, 
indem das Auxin von F. W. Went und F. Kég1 deutlich als Zell- 
streckungs-Faktor erkannt und als solcher beschrieben wurde. 

Der erste, welcher diesen neuen Zellstreckungsfaktor ver- 
mutet hat, war Boysen-Jensen®), und zwar in einer wichtigen 

1) Naturw. 21, 17 (19383). 

*) Rec. Trav. bot. néerl. 25, (1928); Naturw. 21, 1 (1933). 

5) Ber. dtsch. bot. Ges. 28, 118 (1910). Vgl. auch die neuen Unter- 
suchungen dieses Forschers iiber Wuchsstoffe in Wurzeln, Planta (Berl.) 
19, 345 (1933). In denselben wird der Wuchsstoffgehalt in Wurzelspitze 
und Coleoptilspitze verglichen. Vgl. ferner Boysen-Jensen, Biochem. Z. 
236, 205; 239, 248 (1931); Boysen-Jensen, Planta (Berl.) 20, 688 (1933). 

Verwandt mit Boysen-Jensens Wuchsstoff ist offenbar das ,, Rhizopin“ 


von Niels Nielsen aus Rhizopus suinus u. a. Pilzen. ,,Rhizopin“ kommt, 
wie Nielsen zeigte und wie Euler und Philipson bestitigen konnten, 
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Arbeit iiber Grascoleoptile. Diese Arbeit erhielt 1918 durch Paa] 
und besonders durch F. W. Went eine wesentliche Erginzung. 
Die Isolierung und chemische Aufklirung des Auxins verdankt 
man bekanntlich Kégl.') Dieser Forscher zeigte zunichst die 
Léslichkeit seines Wuchsstoffes in Ather, die Unléslichkeit in 
Petroliather und die Siurenatur des Auxins, worauf sich seine 
Methode zur Anreicherung und Reindarstellung des Auxins griindete. 
Aus der schlieBlichen Untersuchung Kiégls und seiner Mitarbeiter 
ergab sich fiir das Auxin die Formel C,,H,,0,, und es war diesem 
Forscher bereits méglich Derivate, Auxin-Lacton, Dihydro-Auxin- 
Lacton und p-Phenyl-Phenacyl-Ester darzustellen.?) An der reinen 
Substanz konnte in Kégls Institut Ténnis zeigen, daB tat- 
sichlich das Auxin nur die Zellstreckung, nicht die Zellvermehrung 
beeinfluBt. Wie Kégl hervorhebt, hat also das Auxin mit dem 
Bios nichts zu tun, und es besteht auch kein Zusammenhang mit 
dem girungsbeschleunigenden Faktor Z unseres Institutes.%) 
Zunichst steht also die Verschiedenheit des Auxins und der 
mit ihm verwandten Phytohormone und der Faktoren der Zell- 
vermehrung fest. Vor lingerer Zeit haben wir darauf hingewiesen, 
daB auch die wasserléslichen Wachstumsvitamine der B-Gruppe 
von den Wachstumsstoffen Bios und dem Faktor Z sicher verschieden 
sind. Es ergab sich dies besonders aus einem Vergleich unserer 
Darstellungsmethoden mit denen von Chick und Kinnersley- 
Peters. Wir haben auf Grund unserer Versuche dann vorgeschlagen, 
die auf Pflanzen wirksamen wasserlislichen Wuchsstoffe im Gegen- 
satz zu den an Tieren wirksamen Vitaminen der B-Gruppe mit 
BP zu bezeichnen. Insbesondere méchten wir jetzt hervorheben, 
daB es geeignet und durch die bekannten Tatsachen voll begriindet 
wire, den Unterschied zwischen den Faktoren der Zellstreckung 
und denen der Zellvermehrung in der Namengebung hervorzuheben. 





auch in der Hefe vor [Biochem. Z. 249, 245 (1932)]. Wuchsstoff B komnt, 
wie Auxin aber auch wie Bios und Faktor Z im Harn reichlich vor [Harte- 
lius, Biochem. Z. 261, 76 (1933)]; vgl. auch Nielsen u. Hartelius, ebenda 
256, 1 (1932) und 249, 340; Thimann, Bonner u. Dolk, Proc. Nat. Acad. 
Sci. 18 (1932); Philipson, Biochem. Z. 248, 244 (1933). 

) Kéglu. A.J. Haagen-Smit, Proc. K.Akad. Van Veetensch. Amster- 
dam 34, 10 (1931). *) Vgl. Kégl, Naturwiss. 21, 17 (1933). 

3) Euler u. Swartz, Diese Z. 140, 146 (1924); Euler u. Myrbick, 
141, 297 (1924); 176, 258 (1928); Euler, Brunius u. Proffe, Diese Z. 178, 
202 (1928); Euler u. Johansson, Sv. Kem. Tidskr. 40, 209 (1928); Philip- 
son, Diese Z. 193, 15 (1930); Biochem. Z. 245, 418 (1932) und 249, 245 (1932); 
Vgl. auch Euler, Philipson u. Burstrém, Uber einen Wuchsstoff in 
Kornern von Leguminosen und von Gerste, Diese Z. 208, 281 (1932); Myr- 
bick u. Larsson, Biochem. Z. 258, 118 (1938). 
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Zu den Wachstumsstofien ist in neuerer Zeit auch noch ein 
Sexualhormon gerechnet worden, nimlich Follikulin, welches nach 
den Angaben von Schoeller’) und Mitarbeiter die Entwicklung 
der Bliiten bei Hyazinthen und anderen Pflanzen beschleunigen soll.*) 
Bei Versuchen in diesem Institut (Euler u. Burstrém) konnten 
diese Beobachtungen allerdings nicht bestitigt werden. Die che- 
mische Konstitution des Follikulins ist bekanntlich einstweilen von 
Butenandt’) aufgeklirt worden. Follikulin ist mit den Kompo- 
nenten von Bios und des Faktors Z sicher nicht identisch. Auf die 
Versuche von Schoeller wird der eine von uns bald zuriickkommen. 

Es bleibt dann unter den Gruppen der Zellvermehrung der 
bekannte, von Wildiers entdeckte Faktor Bios mit dem die 
Girung der frischen Hefezellen beschleunigenden Faktor Z bzw. 
mit den Faktoren Z zu vergleichen. 

Die Chemie des Faktors Bios ist in den letzten 10 Jahren 
mehrfach besprochen worden. Wir kénnen verweisen auf die Zu- 
sammenfassung von F’.W.Tanner‘) und eine ausfiihrliche Literatur- 
iibersicht von Lucas‘), wodurch sich eine eingehendere Wiedergabe 
der Bios-Literatur eriibrigt. Wir kénnen uns darauf beschrinken 
hinzuweisen, daB es Lucas gelungen ist, den Faktor der Hefen- 
Zellvermehrung in zwei Komponenten zu zerlegen, welche als 
Bios | und Bios II bezeichnet werden. 

Wie frither bereits Kuler und Philipson (a. a. 0.) haben 
wir in der vorliegenden Untersuchung die Frage zu entscheiden 
versucht, in welchem Verhiltnis der Faktor Bios zu dem Faktor Z 
der Girungsbeschleunigung steht. Philipson hatte nach der 
Methode von Eastcott Bios aufzuteilen versucht. Nach seinen 
Ergebnissen ist das aus Unterhefenextrakt hergestellte Produkt Z 
der Komponente Bios II von Lucas sehr ahnlich. Auch wir kiénnen 
mit unserem aus Malz hergestellten Priparat Z eine sehr weit- 
gehende Parallelitét mit der Fraktion Bios II konstatieren. 

1) Schoeller u. Goebel, Biochem. Z. 240, 1 (1931); 241, 223 (1932). 

*) Durch die Untersuchungen von Dohrn u. a. war bereits friiher 
gezeigt worden, daB Follikulin in Pflanzen reichlich vorkommt. Dohrn 


u. Mitarb., Med. Klin. 1926, Nr. 37. Euler u. Hellstrém, Pulkkiu. Bur- 
strom, Arkiv f. Kemi 11, Nr. 5. Auf die Beziehung zwischen Auxin und 
Follikulin kommen wir bald zuriick. 

5) Butenandt u. Mitarb., Diese Z. 208, 149 (1932). 

‘) Tanner, Chem. Revue 1, 397 (1925). 

5) Lucas, J. of physiol. Chem. 28, 1180 (1924). — Zu anderen Resul- 
taten ist Eddy gekommen, auf dessen Mitteilung hier verwiesen sei: J. Amer. 
Chem. Soc. 46, 2846 (1924). — Auch an die Arbeiten von Williams [J. Amer. 
Chem. Soe. 49, 227 (1927)], von Kerr [Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 25, 344 
(1928)] und Narayanan [Biochemic. J. 23, 6 (1930)] sei hier erinnert. 
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Dagegen gehen unsere Versuche mit den Erfahrungen Philip- 
sons insofern nicht parallel, als die Vermehrungswirkung auf Hefe 
bei Philipson mit Fraktion Bios] zusammenhingt, waihrend die 
aus dem Malz von uns dargestellte zellvermehrende Fraktion an 
Bios II gekniipft ist. 

Wie in der Zusammenfassung hervorgehoben wird, hat sich 
hier gezeigt, daB in keiner Hinsicht deutliche Unterschiede zwischen 
dem Faktor Bios If und dem Faktor Z bekannt geworden sind. 
Auch auf Grund unserer Ergebnisse halten wir den Faktor Z 
mit der Fraktion Bios II fiir identisch. 

Nielsen und Hartelius teilen nunmehr ihren Wuchsstoff 
in zwei Komponenten, A und B, von welchen die Atherlésliche 
Komponente A mit Auxin identisch ist, der ,,Wuchsstoff* B da- 
gegen chemisch, besonders durch seine Oxydationsstabilitat dem 
Faktor Bios If der Hefen-Zellvermehrung und dem Faktor Z jeder- 
fall sehr nahe steht, vielleicht mit ihnen identisch ist.’) 

Einen Wachstumsaktivator der Hefe, der in seinen Kigen- 
schaften sehr nahe mit Bios I und Faktor Z iibereinstimmt, haben 
kirzlich Williams u. Mitarb.”) beschrieben und ,,Pantothensdure“ 
genannt. 

Versuchsmethodik. 


Gairungswerte. 

Zur Bestimmung des Z-Faktors wurde folgenderma8en verfahren: 

2 g frische R-Hefe wurden in 20 cem Wasser suspendiert, welches 
10°/, Glucose und 1°/, Phosphat von py = 5,3 enthielt. Von dieser Sus- 
pension wird 1ccm mit X cem Z-Lésung und (1—X) eem Wasser versetzt. Die 
Menge des entwickelten CO, wird volumetrisch iiber Quecksilber gemessen. 

Zur Bestimmung des Faktors Bios (Vermehrungsfaktor der Zellenzahl) 
kam folgende Methodik zur Anwendung: Die Nihrlésung hatte die von 
Reader’) angegebene Zusammensetzung, nur da8 Calciumnitrat durch 
Calciumchlorid ersetzt wurde und die Menge der Glucose von 1°/, auf 2°/, 
erhéht wurde. Zu 20ccem dieser Lésung setzten wir in einem Erlenmeyer- 
kolben die Lésung, deren Wachstumswirkung untersucht werden sollte und 
erginzten das Volumen mit Wasser auf 25ccm. Die Kolben wurden dann 
mit Baumwolle verschlossen und durch kurzes Aufkochen sterilisiert. Nach 
der Abkiihlung wurde unter sterilen Bedingungen eine Hefensuspension 
eingeimpft, und zwar so viel, daB die zugesetzte Menge etwa 50000 Zellen 
enthielt, also etwa 2000 Zellen per Kubikzentimeter. Das eingeimpfte Vo- 
lumen war nie gréBer als 0,5 cem. Die Kolben wurden dann in einem Wasser- 
thermostaten bei 30° belassen und nach 24 Stunden wurde die Zellenzahl 
ermittelt. Dies geschah in einer Thoma-Zeissschen Rechenkammer. Zellen- 





*) Vgl. hierzu auch Hartelius, Biochem. Z. 261, 76 (1933). 
*) Am. Chem. Soe. 58, 2912 (1933). 
*) Reader, Biochemic. J. 21, 901 (1927). 
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yermehrungen, die das 10 fache nicht tiberschreiten, sind unwesentlich und 


| werden im folgenden mit 0 bezeichnet. 


Bei der Darstellung des Versuchsmaterials wurde eine von 


i Lucas?) angegebene Methodik eingehalten. Zu 3900 ccm kochen- 


dem Leitungswasser wurden unter Umriihren 600 g getrocknete 
Gerstenkeimlinge gesetzt. Dann wurde 15—20 Minuten bei 80 
his 85° heftig umgeriihrt und hierauf abgepreBt, wobei 2700 ccm 
einer Liésung erhalten wurde, welche wir dann im Vakuum auf 
900 ccm eindunsteten. Diese Lésung wurde mit dem doppelten 
Volumen 95°/, igen Alkohols versetzt, filtriert und auf 270 ccm 
eingeengt. Dieser Extrakt wurde auf seine Z-Wirkung und seine 
Wachstumswirkung gepriift. Dabei wurde 1 com Extrakt auf 
10 com verdiinnt (Trockengewicht 250 mg per ccm). 
































Z-Prifung. 
eR OR Tee Riis Mas a ae arog 0 |0,01]0,05}0,1 0,5 | 1,0 
Girungsgeschwindigkeit, cem CO,/Stunde. | 3,3 | 3,35 | 3,85 | 4,75] 7,85] 9,6 
Vermehrung der Zellenzahl. Priifung auf Bios. 
Zellenzahl 
Zusatz Impfung nach 24 Stdn. | Vermehrung 
1000 /ccm 1000 /cem 
0 2,8 0 0 
icem Extrakt ... . 2,8 50 000 18 000 
3eem 2,8 71 000 25 857 











Das Alkoholkonzentrat wurde mit einer heif gesittigten 
Ba(OH),-Lésung versetzt, wobei eine schleimige Fallung gebildet 
wurde. Das doppelte Volumen 95°/, igen Alkohols wurde zugesetzt. 
Hierauf wurde filtriert und die Fallung mit verdiinntem Alkohol 
gewaschen. Filtrat + Waschwasser = Lésung Bios II. 

Die Ba-Fallung wurde mit 4 Teilen H,O verriihrt und 
jedesmal filtriert. Volumen der vereinigten Filtrate ungefahr 
Halfte der urspriinglichen Extrakte. Dieselben wurden mit CO, 
gesittigt, filtriert und auf 70° erhitzt, worauf 4n-H,SO, hinzu- 
gesetzt wurde, bis keine Fiallung mehr entstand. Zentrifugierung 
und Neutralisierung mit 4n-NH,. Volumen 2250 ccm. Trocken- 
gewicht 0,0211 g per ccm Lésung Bios I. 

Die Lésung BiosII wurde mit CO, gesittigt, worauf der Uber- 
schu8 yon CO, durch Kochen im Vakuum entfernt wurde. Hierauf 
wurde filtriert und im Vakuum eingedunstet. Vakuum 260 ccm. 


a 





‘) Lucas, J. physical. Chem. 28, 1180 (1924). 
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Z- und Zuwachsprifung. 
Von der Lisung Bios I wurden 9 cem auf 9,4 verdiinnt. 


Von der Lésung Bios II wurde 1ccm mit 2 Tropfen 4 n-H,SO, neutralisiert 
und auf 10 ccm verdiinnt. 





se “ Bioslésung | 
Bioslésung I Bioslosung IT + Bioslésung II 





j j 
| 


yey has r = = | — —_ j = 
0 0,05 | 0,1 | 0,5 0,05 0,1 (0,5 |0,1+0,1 | 0,5+0,5 











Zusatz, ccm. . . . 
Girungsgeschwind., 


























| 
cem CO,/Stunde. |3,95/4,0 | 4,1/5,2]/4,6 (4,95/7,05] 5,15 | 7,4 

F ae |) Zellenzahl [| 

Zusatz 0itind nach 24 Stdn. | Vermehrung 

1000 /eem 1000 /cem 

0 2,4 0 0 
i cem BioslésungI. . . . 2,4 180 75 
1 ccm Bioslésung IL. . . 2,4 43 000 17 900 
leem+ilecem..... 2,4 43 000 17 900 











Hier hiitte nach Lucas eine Trennung des Zuwachsfaktors in 
2 Fraktionen eintreten sollen. Dies scheint aber nicht bei Priifung mit 
Oberhefe zu gelten, zu welchem Ergebnis auch Lucas gekommen ist. 
Lésung Bios I. Das Zentrifugat wurde auf 70° erhitzt, 


mit NH, neutralisiert und mit 24,56ccm 4n-NH, versetzt, worauf 


mit 32g krystallisiertem PbAc in 400 ccm H,O gefiallt wurde. 
Hierauf wurde zentrifugiert und mit warmem H,O gewaschen. 
Die Fallung wurde in ungefihr 300 ccm H,O bei Zimmertempe- 
ratur aufgeschlemmt, worauf ungefaihr 20 Minuten lang CO, ein- 
geleitet wurde. Hierauf wieder filtriert und die Fallung wieder 
in Wasser aufgeschlemmt, was 5 mal wiederholt wurde. Die ver- 
einten Filtrate wurden im Vakuum auf 150 ccm eingeengt, hier- 
auf mit der doppelten Menge 95°/, igen Alkohols versetzt. Es 
wurde nun sofort wieder filtriert, im Vakuum eingedunstet, mit 
H.S gefallt, filtriert, im Vakuum wieder auf 60 ccm eingeengt. 
Lisung Bios Ia. 

Lésung Bios IL. Das Filtrat wurde im Vakuum auf 150 ccm 
elngedunstet und mit Aceton unter kriaftigem Umriihren versetzt 
bis keine Fallung mehr entstand. Die gummiartige Masse wurde 
abfiltriert, dann in Wasser gelist und im Vakuum eingeengt. Es 
hinterblieben 240 ccm (Acetonfillungslésung). Das Filtrat wurde 
im Vakuum eingedunstet bis der Riickstand rotgelb und zih wurde. 
Derselbe wurde wiederholt mit warmem Aceton, etwa 1,5 Liter, 
extrahiert. Der nicht extrahierte Riickstand wurde in Wasser ge- 
lést und im Vakuum auf 80 ccm eingeengt, ,,Aceton-Gummilésung“. 
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Das Aceton wurde im Vakuum vertrieben und mit Wasser 
ersetzt. Volumen 184 ccm, _,,Acetonlésung“. 
dieser Lésungen auf Z-Wirkung und Wachstumswirkung sind in 
folgender Tabelle zusammengefaBt: 


Die Prifungen 








—— 























Nach Lucas sollte der gréBte Teil des Vermehrungsfaktors 
in die Acetonlésung gegangen sein; dies war hier nicht der Fall, 
vielmehr fand sich der Hauptteil in der Acetonfillung. Die Ver- 
teilung des Faktors Z und des Vermehrungsfaktors in den ver- 
schiedenen Lésungen scheint ziemlich gleichartig gewesen zu sein. 


Versuche. 


Versuche, aus der Lésung der Acetonfallung AF 
die beiden Faktoren Z und Bios zu trennen. 


Versuch I. Ein Versuch, bei welchem die Lésung durch eine 
Collodiummembran dialysiert wurde, zeigte, dab beide Stoffe die 
Membran mit angenihert gleicher Geschwindigkeit durchdringen, 
so daB durch Dialyse keine Reinigung erreicht werden konnte. 

Versuch IJ. Einwirkung von Brom. 10 ccm der Lésung von 
AF wurden mit 20 ccm einer 0,05 n-Bromlésung bei Zimmer- 
temperatur 70 Stunden lang stehen gelassen. Hierauf wurde 


4mal bis zur Trockne eingeengt, um das Brom vollstindig zu 
entfernen. 
zugegeben. 

Somit gaben also 0,5 ccm der Lésung nach der Brom- 
behandlung erhéhte Garung mit 2 ccm CO,. Vorher gab 1 ccm 
(entsprechende Menge) 2,15 ccm CQ,. 
also unzerstért. 


Hierauf wurde Wasser bis zum Volumen 50 ccm 


Z praktisch genommen 


Ver- Z -Wirkung 
Trock.-| mehrung| Zur Er- Diese 
Lésung impfang Ver- | Gew. per mg | héhung | Menge aus- 
1000/ccm |mehrung mg |'Trocken-| ¥™ 2 ccm | gedriickt in 
‘cht erforderlich) mg Trock.- 
_ ccm Gewicht 
jcem Alkoholkonz. . 2,8 18 000 | 250 72 ca. 0,2 50 
iccm Bioslésung Ia. 2,4 75 | 19 4 — ~- 
icem Bioslésung II . 2,4 17900 | 20,5 873 0,4 | 8,2 
icem Acetonlésung . 2,9 103 1 103 — — 
1 cem Acetonfillungs- 
eae 2,56 6 210 15,7 400 1 15,7 
1 cem Aceton-Gummi- 
DS WOON 6. 6 + 60 2,56 150 0,74 200 — | — 
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—n 





Z-Prifung. 


























Garungsgeschwindig- 
Zusatz keit in ecm CO, [Btda, 
a ee ee ee oe en 5,05 
0,01 eem brombehandelte Lésung . =< 5,75 
0,5 ecm - * , ae 7,05 
Mellie Sk ae + 4.1 
0,5 eem Acetonfallungslésung (1 ccm auf 10cem ver- 
diinnt, also entspr. Mengen)......... 5,1 
1,0 ecm Acetonfallungslésung eee aa ay 6,25 
Zellenvermehrung. 
— a Zellenzahl - 
Zusatz pruns | nach 24 Stdn. Vermehrung 
inn TR ie eK es 2,0 0 0 
0,5 cem brombehandelte Lésung . 2,0 11 200 5600 
1cem Acetonfillungslésung (ent- 
sprechende Menge) ..... 2,56 16 000 6210 











Auch die Zuwachswirkung war aber praktisch nicht beeinfiuBt. 


Versuch UL Alkaliempfindlichkeit. — 5 ccm Lésung 
von AF wurden mit 30 ccm gesittigter Barytlésung 4 Stunden auf 
dem Wasserbad gekocht, dann mit Schwefelsiure neutralisiert, 
auf 50 ccm verdiinnt, zentrifugiert und untersucht. Wir verzichten 
hier auf die Wiedergabe der Z- und Bios-Priifung und teilen 
nur das Resultat mit, daB weder die Z-Wirkung noch die Bios- 
Wirkung durch die Alkalibehandlung vermindert worden war. 

Versuch IV. Oxydation mit Kaliumpermanganat. — 
5 ccm der Lésung von AF wurden verdiinnt und 0,5 n-schwefel- 
sauer gemacht. Die Lésung wurde gekocht und 28 ccm KMn0, 
(3g per 100 ccm) wurden tropfenweise zugesetzt bis eine unlésliche 
braune Fallung entstand. Hierauf wurde Baryt zugesetzt bis 
keine Fallung mehr eintrat, zentrifugiert und die Fallung ge- 
waschen. Das Zentrifugat wurde mit Schwefelsiure neutralisiert. 
im Vakuum bis auf 25 ccm eingeengt. 


























Z-Prifun g 
Garungsgeschwindig- 
Zusatz keit in eem CO,/Stdn. 
Ohne Zusatz 5,05 
a en 47 
0, ' 25 ecm behandelte Lésung . 6,3 
0, 5 cem - 6,85 
0,5 eem Acetonfallungslésung , 6,5 
1,0 ecm ’ 7,05 








rung 
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Die Z-Wirkung nach der Oxydation etwas niedriger, was 
aber wohl auf Verluste waihrend der Arbeit zuriickzufiihren ist. 


Zellenvermehrung. Impfung: 2400/ccem. 























7 Zellenzahl nach 

Zusets 24 Stdn. 1000/eem | Vermehrung 
a a ose w os GS 0 0 
0,5 cem behandelte Lésung. .. . . 6 000 2500 
2 ccm ” i el as ees 13 000 5415 
a a a 12 600 5250 
1 com Acetonfillungslésung ite hs 18 000 7500 


Aus diesem Versuch scheint hervorzugehen, daB ?/, des Wachs- 
tumsfaktors zerstért worden sind. Wie der folgende Versuch 
zeigt, kann indessen die ,,Hemmung“ auf Vergiftung irgendeiner 
Art beruhen. 

Versuch V. Einwirkung von Manganosulfat und H,S. 
5 ccm der Lésung von AF wurden verdiinnt, mit Schwefelsdiure 
angesiuert und mit 5 ccm 2 n-MnSO,-Lésung versetzt. Hierauf 
wurde gesattigte Barytlésung zugesetzt, bis keine Fallung mehr 
entstand, zentrifugiert und gewaschen (Zentrifugat A). Die Fallung 
wurde in Wasser aufgeschlimmt, mit Schwefelsiure angesiiuert 
und zentrifugiert, worauf das Zentrifugat mit 4 n-NH, alkalisch 
gemacht wurde. Nun wurde H,S eingeleitet, filtriert, der Schwefel- 
wasserstoff durch Luft vertrieben, wieder filtriert, im Vakuum ein- 
gedunstet und die Filtration wiederholt. SchlieBliches Volumen 
50 ccm. Das Zentrifugat A wurde mit Schwefelsiure angesiuert, 
zentrifugiert und mit NH, alkalisch gemacht. Durch Einleiten 
von H,S entstand nun keine Fallung mehr; es wurde geliiftet, im 
Vakuum eingedampft und filtriert: Volumen 50 ccm. 


Zellenvermehrung. Impfung mit 2000 Zellen/cem. 




















Zellenzahl 
Zusatz nach 24 Stdn. | Vermehrung 

1000 /cem 
ee a 0 0 
1cem Fillungslésung ........ 0 0 
2 cem ee a Se ee RR ee 0 0 
an ee ee ee ee 0 0 
1 eem Zentrifugat Pee ee 650 325 
2 cem lr ee eee See meee ae 0 0 
hcg ne Be ee ee 0 0 
1 cem Fallung + 1cem Zentrifugat A . 0 0 
2 ecm ” + 2 ccm 9 “ar 0 0 
1cem Acetonfallungsléisung .... . 11000 5500 
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Hier hat eine deutliche Vergiftung des Zentrifugates statt- 
gefunden, denn nur die kleinste Menge zeigt Zuwachswirkung, 
DaB der Wachstumsfaktor durch Einwirkung von H,S nicht zer- 
stért worden ist, geht aus folgendem Versuch hervor. 


3 ccm Lésung von AF (schwach alkalisch) wurden auf 30 ccm 
verdiinnt. In 25 ccm wurde 2 Stunden lang H,S eingeleitet; es 
entstand eine kleine Fiallung, die abfiltriert wurde, worauf wir 
H,S durch Liiftung und Kochen entfernten. 


Zellenvermehrung. Impfung mit 2000 Zellen/ccm. 











Zellenzahl 
Zuwachs nach 24 Stdn. Vermehrung 
1000 /ecm 
Sg nd ks eee Ss 0 0 
1eem AF-Lésung ....... 12500 6250 
1 ccm H,S-behandelte Losung. . 11500 5750 








Da der Zuwachsunterschied der Lésungen vor und nach der 
H,S-Behandlung nur 8°/, betragt, muB dieser auf Verluste wahrend 
der Arbeit oder dergl. zuriickzufiihren sein. Die Vergiftung im 
vorhergehenden Versuche beruht wahrscheinlich darauf, daB H,S 
nicht véllig entfernt worden war, denn ein spiaterer Versuch 
zeigte, daB die Gegenwart von Mn keine Einwirkung auf den Zu- 
wachs hat. Méglich ist auch, daS irgend ein giftiges Umwand- 
lungsprodukt des H,S entstanden ist, das erst beim Kochen zer- 
stért oder entfernt wird. 


Versuch VL Kupfer—Kalkmilchfallung. 10 ccm 
AF-Lésung wurden auf 100 ccm verdiinnt, mit H,SO, angesiuert 
und 2g Kupfersulfat darin gelist. Die Lésung wurde dann mit 
Kalkmilch zur Farbung von Phenolphthalein versetzt und filtriert. 
Das Filtrat wurde mit H,SO, angesiiuert, zentrifugiert und H,S 
wurde eingeleitet; hierauf wurde wieder filtriert, geliiftet, mit NH, 
neutralisiert, im Vakuum eingeengt, filtriert und auf 50 ccm ver- 
diinnt. 

Die Fallung wurde in H,O aufgeschlimmt, angesiuert und 
zentrifugiert; H,S wurde eingeleitet, hierauf wieder filtriert, ge- 
liftet, mit NH, neutralisiert, im Vakuum eingeengt, filtriert und 
auf 50 ccm Volumen verdiinnt. 











DE 
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Z-Prifung. 
Garungsgeschwindigkeit 
— in ccm CO, /Stunden 
se Seta gg lal Oo ea ge yc gee 4,15 
09h6eem Wilvat......-.-..-546- 5,95 
0,5 ccm | SS ee ee ee ee ee 6,6 
GURU ew 5,6 
SES Falla Di Mitgin ip kk oe 5,8 
0,25 ecm Filtrat + 0,25cem Fillung. ..... 6,3 
0,5 cem 3» + 0,25 ccm eS oe ae 6,7 
0,5 cem AF-Lésung (a eem verdiinnt auf 10 cem) 6,0 
1,0 cem i he ee oe ee a 6,55 


Das Filtrat zeigt also ungefahr dieselbe Z-Wirkung wie die 
urspringliche Lésung. Die Fiallung zeigt ebenfalls Z-Wirkung, 
was wahrscheinlich auf (NH,),SO,-Aktivierung beruht, was durch 
einen folgenden Versuch gezeigt wird. 


Zellenvermehrung. os mit 2400 Zellen / ccm. 

















Zellenzahl 
Zusatz nach 24 Stdn. | Vermehrung 

1000 / cem 
ee ee ee 0 0 
Se 500 200 
2 ccm ae” SS ee ee ee 0 0 
are ee ee oe a 0 0 
0,5 cem Fallung ae ee ae eae 0 0 
2 ccm Ve oe eee 0 0 
0,5 cem Filtrat + 0,5 cem Fallung. . 1600 666 
2 ecm » + 2 ccm re 90 40 
loom AP-Ideumg.........- 13000 5400 


Auch ist hier deutliche Vergiftung vorhanden, denn nur die 
kleinste Menge des Filtrates zeigt Zuwachs. Da8 die Vergiftung 
nicht auf eine Zerstérung des Faktors durch die Kupferbehandlung 
zuriickzufihren ist, zeigt nachstehender Versuch. Die Gegenwart 
von CaSO, hat keine Einwirkung auf den Zuwachs, was aus 
einem spateren Versuch hervorgeht. Méglicherweise haben Spuren 
von H,S die Giftwirkung verursacht. 

10 ccm AF-Lésung wurden auf 100 ccm verdiinnt und mit 
H,SO, angesauert. In 90 ccm dieses Filtrats wurden 2 ¢ Kupfer- 
sulfat gelést, worauf H,S eingeleitet, filtriert und geliiftet wurde. 

Vor der Kupfer—Kalkmilchfillung machten wir eine Zucker- 
bestimmung nach Bertrand. Die Menge der reduzierenden Stoffe 
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in 5 ccm AF-Lésung betrigt in Glykose umgerechnet ungefihy 
4,41 mg, d.s. ungefabr 5,6°/,. Nach der Kupfer—Kalkmilchfallung 
wurde eine Bestimmung im Filtrat gemacht, das jedoch keine 
reduzierenden Stoffe enthielt. 


5. eceeintcscnta erin. a as bei 2000 none Daren 











ee 




















Sittassshl 
Zusatz nach 24 Stdn. | Vermehrung 

1000 /cem 

oa og hk es te mk. bas 0 0 

1 cem unbehandelte Lésung. .. . 17000 8 500 

5 ecm " aor oe 34000 17000 

1 cem behandelte mt Sa «a 17600 8800 

5 ecm » - i eee 37 000 18500 


Versuch VII. Adsorptionsversuch an Acid Clay. Zu 
10 ccm AF-Lésung, verdiinnt auf 100 ccm und hinsichtlich H,SO, 
0,1 n wurden unter Umriihren 10 g Acid Clay hinzugegeben, wo- 
rauf filtriert und mit 0,1 n-H,SO, gewaschen wurde. Dies wurde 
zweimal wiederholt, worauf die vereinigten Filtrate im Vakuum 
auf 50 ccm eingeengt wurden. Eluat. Eluierung von Acid Clay 
durch Erhitzen im Wasserbad mit 15°/, iger Pyridinlésung, Filtrie- 
rung und Waschen mit H,O. Dies ‘wale zweimal wiederholt. 
Das Eluat wurde danach viermal zur Trockne im Vakuum ein- 
geengt. Volumen des Eluats = 50 ccm. 














Z-Prifung. 
Renite Gérungsgeschwindigkeit 
in ccm ere / Stunden 
EE Oa ee a a a ee 4.55 
ee a ae 6,45 
0.5 ecm ee eee re Gy) ye gl ey oe 6.7 
Nh acai Rha we so 6 oe S 5,9 
0,5 cem ee ae ae a a 6.3 
0,25 eem Riickstand + 0,25 cem Eluat . 6,8 
0,5 cem » + 0,5 eem a ies Wk! ie 7,65 
0,5 cem A¥-Lésung (1 cem verdiinnt auf 10 cem) 6,5 
1,0 cem ete 1 aie ak Oe ae a ee 8 ae 7,25 


Nach diesem Versuch gibt der Riickstand eine etwas geringere 
Aktivierung als die urspriingliche, und das Eluat ebenfalls eine 
Aktivierung. Beide zusammen geben jedoch eine gréBere Akti- 
vierung als die Ursprungslésung. Da das Eluat trotz der bis 
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zur Trockne erfolgten Einengung nach Pyridin roch, machten 
wir einen Versuch, um die Einwirkung des Pyridins auf die Garung 
festzustellen. 














Giurungsgeschwindigkeit 
aestan in cem CO, /Stunden 
Ohne Zusatz ..... 4,45 1/49 com Pyridin a ange- 
i/o cem Pyridin .. . 4,75 siuert (neutralis.) mit 
Sle00 CCM = ae ss 5,3 1 Tropfen 4 n-H,SO, 
¥/ 5009 CCM ~ oe 5,7 
Tio0 CCM gy — e 5,7 
‘/ro900 CCOM—sgy ees 5,3 
‘ooo CCM —syy . 5,1 








Demnach shtietenen kleine Mengen Pyridin die Girung, wo- 
durch die Girungsaktivierung des Eluats, sowie die gemeinsame 
hohe Aktivierung des Riickstandes und Eluates klargelegt wird. 


Zellenvermehrung. Impfung bei 2000 Zellen/ccm. 




















Zellenzahl 
Zusatz nach 24 Stdn.| Vermehrung 

1000 /cem 
oe ee ee ee 0 0 
1 com AF-Lésung (1 ccm auf 10 ns es 12500 6250 
SE 623 4 & 6a Boe ew 8 12250 6125 
1 ‘com ae a ae ak ee 19000 9500 
EN, ager dy GR ae ww 90 45 
fee eee see oie ee ea 220 110 
1/, ecm Riickstand + 1/,cem Eluat. .... 12000 6000 
1 eem 9 + 1 ccm ee a ere 19500 9750 


GemiB diesem Versuch wurde nur auferst wenig Zuwachs- 
faktor adsorbiert, der im Eluat vorhanden war. 

Um zu untersuchen, ob eventuell eine Adsorption in noch 
saurerer Lésung stattfindet, wurde folgender Versuch gemacht. 

Dasselbe Verfahren wie im vorhergehenden Versuch. Jedoch 
war die Lésung hinsichtlich H,SO, jetzt 1 n statt 0,1 n. 


Z-Priifung. 

50 ccm des Eluats wurden mit 0,35 ccm 4 n-NH, neutra- 
lisiert. Der Riickstand war vorher mit Baryt neutralisiert, 

Das Eluat gibt somit starkere Z-Wirkung als die urspriing- 
liche Lisung. Die hohe Aktivierung kann nach den friiheren 
Versuchen nicht allein auf der Gegenwart von Pyridin beruhen. 
Um festzustellen, ob Neutralisierung mit NH, Einwirkung auf die 
Aktivierung haben kann, wurde folgender Versuch ausgefiihrt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitachrift f. physiol. Chemie. COXXIII. 14 








202 Hans v. Euler und Henry Larsson, 





eaten 

















oe Garungsgeschwindigkeit 
in ccm CO, / Stunden 
Ohne Zusatz , 5,1 
0,25 eem Riickstand 6,4 
0,5 ccm _ 6,75 
0,25 eem Eluat 7,5 
0,5 ccm - , 8,35 
0,25 cem Riickstand + 0, 25 ccm Eluat . 7,85 
0,5 ccm + 0,5 ccm sad 8,65 
0.5 cem AF- Lisung (1 cem verdiinnt auf 10 cem) 6,65 
1,0 cem * (1 cem . » 10 ccm) 7,3 


5 ccm Eluat, neutralisiert mit 0,35 cem 4 n-NH,, wurden 
auf 10 ccm verdiinnt = Lésung A. 

5 ccm Eluat, neutralisiert mit 3,0 ccm gesattigter Baryt- 
lésung wurden auf 10 ccm verdiinnt = Lésung B. 























Z-P stencnsn 
sit | Garungegeschwindigkeit 
in ecm CO; Stunden 
Ohne Zusatz ...... 4,35 
0.25cem A. 5,5 
05eem A. 6.55 
10ecem A. ta 
0.25eem B. 5,15 
| eee 5.1 
SO eS eee 4,95 





Wenn das Eluat mit Baryt neutralisiert wird, zeigt es nicht 
dieselbe Z-Wirkung, wie bei Neutralisation mit NH,, sondern die 
Aktivierung erreicht nur solche Werte, die z. B. durch Pyridin 
verursacht werden kénnten. Um zu untersuchen, ob evtl. ge- 
bildetes (NH,),SO, die Ursache des kriftigen Altivierangevermdgens 
des Eluats sein kann, wurde folgender Versuch ausgefiihrt. 


0,35 cem 4 n-NH, + 0,35 cem 4 n-H,SO, wurden auf 5 cem verdiinnt 
und auf Z-Wirkung gepriift. 














0,05 
5.4 


«ee 
4,95 


0,01 
4,75 


henian. (XH,),80, Sinaia, ccm .. 




















Girungsgeschwindigkeit in eem CO,/Stdn. 


(NH,),SO, aktiviert also die Girung, doch nicht in so hohem 
MaBe wie oben erwihntes Eluat. Um zu untersuchen, ob Pyridin 
in Gegenwart von (NH,),SO, starker aktiviert, wurde ein Versuch 
mit folgender Lisung ausgefiihrt: +/,,, cem Pyridin + 0,7 ccm 
4 n-NH, + 0,8 ccm 4 n-H,SO, wurden auf 10 cem verdiinnt. 
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Die Aktivierung in diesem Falle war nicht héher als mit nur 


(NH,),80,. 


Demnach kann also die hohe Aktivierungsfihigkeit 


i Eluats nicht elnzig und allein auf die Gegenwart von (NH,),SO, 
und Pyridin zuriickgefiihrt werden, sondern sie muB einen anderen 
Grund haben, der jedoch schwer zu erkliren ist. 


Zuwachsversuch. Impfung bei 2000 Zellen/ccm. 


























Zellenzahl nach , 
Zusatz 24 Stdn. 1000/ecm Vermehrung 
Ohne Zusatz yale: ale aeaas 0 0 
teem AF-Lésung......... 15 000 7500 
ils eem Riickstand. . 15 000 7500 
eT ee ee oe ee 600 300 
1 aS ke we es 80 40 
1/,cem Riickstand + 1/4 g cem Eluat 13 000 6500 


Beinahe die ganze Zuwachswirkung also im Riickstand. 


Die Einwirkung von 


Versuch VIII. 
MnSO, und CaSO, auf Zuwachs und Garung. 


20°), ige MnSO,-Lésung und gesittigte CaSO,-Lésung. 
Zellenvermehrung. Impfung bei 2000 Zellen/ccm. 




















Zellenzahl 
Zusatz nach 24 Stdn. | Vermehrung 
1000 /cen ecm 
CI Rsk. Sw: 6 spe Aa sme ws 0 0 
1ccm AF-Lésung + 0,1 cem MnSO, . . 14 000 7000 
1 cem ‘a + 0,01 ccm MnSO,. . 13 500 6750 
1 eem . + 0,001 cem MnSO, . 14 000 7000 
1 cem s + 4ccm CaSO, senna 14 000 7000 
1 ecm * + 1 ccm ” 14 000 7000 
1 ecm ‘ + 0,1 cem . 15 000 7500 
1 cem Sr oe oe 15 000 7500 


MnSO, und CaSQ, in insta Sininin haben also keine oder 


nur ‘iuBerst geringe 


Wirkung auf den Zuwachs. 

















Gérungsversuch, 1cem AF-Lésung auf 5 cem verdiinnt. 
Girungsgeschwindig- 
Zusatz keit oak CO, /Stdn. 
I ec ee a yk 8 es 3,95 
0,5 cem AF-Lisung + 0,5 ecm MnSOQO, 3,55 
0,5 cem - + 0,1 ecm MnSO, . 3,3 
0,5 cem ‘ + 0,01 ecm Mn80, ae 3,65 
0,5 cem ‘ + 0,001 ccm MnSO, 3,9 
0,5 cem ee ee ee rs 7,0 
0,5 ecm te + 0,5 cem CaSO .-Lésung eid 6,65 
0,5 eem . + 0,1 cem ee 6,55 
0,5 cem a +- 0,01 eem a 6,8 
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CaSO, hat also (in diesen Mengen) nur geringe vergiftende 
Wirkung auf die Garung im Gegensatz zu MnSO,, das stark ver- 
giftend wirkt. DaB nicht nur der Z-Faktor zerstért, sondern auch 
die Garung selbst vergiftet wird, zeigt folgender Versuch. 




















Gadrungsgeschwindig- 
Zusatz keit ~~ CO, Stan, 
ee ee 4,5 
0,1 eem MnSO,-Lésung. .... . ey el gags 2,3 
0,01 ccm ad oo coe a ere 3,3 
0,001 ecm a ee ee 4,6 
0,5 cem Lésung d. Acetonfallung + 0,1 eem MnSO, 2,85 
Sk + » m + 0,01 ecm MnSO,. 2,6 
05ecem ,, “ om + 0,001 eem MnSO, 3,1 
5c » » ” ohne Manganzusatz 6,8 


Diesen Messungen zufolge kann also der Zuwachs in den 
Versuchen 4, 5 und 6 nicht auf der Anwesenheit von Mn und 
CaSO, beruhen, sondern méglicherweise auf der Gegenwart von 
H,S, wie der folgende Versuch zeigt. 

In eine angesdiuerte Lisung der Acetonfallung wurde H,$ 
eingeleitet, worauf die Lésung filtriert und sodann geliiftet und 
auf Vermehrung der Zellenzahl untersucht wurde (Lésung A). Da 
aber die Lésung einen gaérungshemmenden EinfluB besaB, wurden 
20 ccm derselben 5 Minuten lang zum Kochen erhitzt und dann 
wieder auf 20 ccm verdiinnt und aufs neue auf Vermehrung der 
Zellenzahl untersucht (Lésung B). 








Zellenzah! 

















Zusatz Impfang nach 24 Stdn. | Vermehrung 

1000Zellen ccm] 10900/ceem 
Ohne Zusatz ...... 1,8 0 0 
1cem Lésung A 1,8 2 300 1 556 
5 ecm - ae eon ae % 1,8 30 16 
ee 2,0 0 0 
leem LisungB .... 2,0 22 000 11 000 
RAG: ogra natwed 2,0 30 000 15 000 


Diffusionsversuch. 


In einem DiffusionsgefaB nach Euler-Oholm wurde die 
freie Diffusion der Komponenten des Z-Faktors untersucht, indem 
nach einer gewissen Zeit die 4 Fliissigkeitsschichten auf ihre 
Z-Aktivitaten gepriift wurden. Diesen Aktivitaten zufolge verhilt 
sich der Z-Faktor, wie wenn er ein mittleres Molekulargewicht 
von 200 besaBe. 
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Zusammenfassung. 


Bezeichnet man die Girungsbeschleunigung, welche frische 
Hefe durch Zusatz gewisser kleiner Stoffmengen (Z-Faktoren) er- 
fahrt, als Z-Wirkung und die Vermehrung der Zellenzahl der 
Hefe durch kleine Stoffmengen als B-Wirkung (Bios-Wirkung), so 
ergab ein Vergleich der beiden hierbei wirksamen Stoffe (oder 
Stoffkomplexe), Z-Faktor bzw. Bios I und II folgendes: 

1. Bei der Darstellung und Reinigung von Z-Faktor und 
Bios aus verschiedenem Ausgangsmaterial (durch Extraktion, 
Alkoholfallung, Fallung durch Baryt und Alkohol, Aceton) geht 
die Erhéhvng der Girungsgeschwindigkeit mit der Erhéhung der 
Vermehrungsgeschwindigkeit parallel. 

2. Nach der Dialyse der Lésungen durch Collodiummembranen 
bleibt das Verhaltnis dieser Geschwindigkeiten gleich. 

3. Durch Einwirkung von Brom bei Zimmertemperatur wird 
weder die Aktivitat der Z-Lésungen noch die der Bios-Lisungen 
verindert. Die gleiche Stabilitét zeigen beide Liésungen gegen 
kochende Barytlésung. 

4, Ubermangansiiure (Permanganat in saurer Lisung) beein- 
fluBt bei 100° den Z-Faktor nicht. Die Vermehrungswirkung 
gegeniiber der Zellenzahi! wird durch die gleiche Behandlung ge- 
hemmt, was vermutlich mit einer Vergiftung durch ein SH-Derivat 
zusammenhingt, welche nach der Ausfillung des Manganosalzes 
nicht vollstindig entfernt werden konnten. 

5. Nach Behandlung mit Kupfersulfat—Kalkmilch verblieb die 
Z-Wirkung unveriindert. Die Vermehrungswirkung gegeniiber der 
Zellenzahl war vermindert, was jedoch vermutlich auf die unter 4. 
angegebenen Ursachen zuriickzufiihren ist. 

6. Weder der Z-Faktor noch der Vermehrungsfaktor werden 
aus saurer Lisung durch acid clay adsorbiert. 

7. Diffusionsversuche ergaben fiir den Z-Faktor (oder den 
Komplex der Z-Faktoren) ein mittleres Molekulargewicht von 
etwa 200. 

Die in Punkt 1—6 angefiihrten Tatsachen zeigen, ebenso 
wie die friheren Erfahrungen dieses Institutes, weitgehende Uber- 
einstimmung im chemischen Verhalten zwischen dem Faktor der 
Garungsbeschleunigung (Z-Faktor) und dem Faktor (bzw. Faktoren- 
komplex) der Vermehrung der Zellenzahl (Bios). Deutliche, charakte- 
ristische Unterschiede zwischen den chemischen Urhebern der 
beiden Wirkungen konnten bis jetzt nicht nachgewiesen werden. 
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Hierzu kommt noch, daB diejenigen Rohmaterialien, welche die 
an Z-Faktor reichsten Extrakte ergeben, auch die starkste Ver. 
mehrungswirkung gegen Hefezellen besitzen. 

Nun ist der Faktor Bios, wie eingangs wieder erwahnt, de- 
finiert durch seinen Einflu8 auf die Vermehrung der Hefezellen, 
wahrend bei Untersuchungen des Z-Faktors auf Grund der Garungs- 
beschleunigung immer streng darauf geachtet wurde, daB keine 
Anderung der Zellenzahl wahrend der in der Regel 5 Stunden 
dauernden beschleunigten Girung eintrat. 

Trotzdem scheint es uns jetzt méglich und naheliegend, die 
beiden Wirkungen auf den gleichen Stoff oder den gleichen Stoff- 
komplex zuriickzufiihren. Wir glauben also nunmebr folgende 
Annahme vertreten zu kénnen: der Faktor Z (bzw. das betr. Stoff- 
gemisch), welcher die Garung lebender Hefezellen beschleunigt, 
bewirkt dies auf Grund von Verinderungen in den Hefenzellen, 
welche innerhalb der Garungszeit zwar noch nicht zu einer 
Vermehrung der Zellenzahl fiihrt, welche aber die Zellvermehrung 
bzw. Zellteilung vorbereiten. 

Demnach wiirde ein einziger Faktor ZB = Bios II eine Wir- 
kung auf frische Hefe auslésen, welche in 2 Phasen zum Aus- 
druck kommt, namlich 

zunichst in der Garungsbeschleunigung, hervorgerufen durch 
Neubildungen innerhalb der Zellen, welche 

in der zweiten Phase zur Zellteilung, also Zellenvermehrung 
AnlaB gibt. Wir halten also — trotz scheinbar ganz verschiedener 
Wirkung — die Identitaét von Z und BiosII fir wabhr- 
scheinlich. 

Auf die auBerordentlich groBe Stabilitat dieses Faktors gegen 
Erhitzung, gegen Alkali und gegen Oxydationsmittel weisen wir 
noch besonders hin. Sie erinnert an die Stabilitét des Zellen- 
vermehrungsfaktors B von Nielsen und Hartelius. 

















Uher die Beziehungen zwischen Glykolyse und Atmung 
im tierischen Gewebe. 
Von 


Erwin Bumm, Hans Appel und Karl Fehrenbach. 


(Aus der Staatlichen Frauenklinik, Dresden.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Januar 1934.) 


Seit der Entdeckung der anaeroben Lebewesen durch Pasteur 
wissen wir, daB die Oxydations- und Spaltungsvorgiinge in der 
lebenden Zelle in besonderer Weise miteinander verkniipft sind 
und gegenseitig voneinander abhangen. Diese Abhingigkeit macht 
sich iuBerlich dadurch bemerkbar, daB der anaerobe Spaltungs- 
stoffwechsel tierischer und pflanzlicher Zellen bei Zutritt von 
Sauerstoff teilweise oder vollstindig zum Verschwinden gebracht 
wird: aerob tritt scheinbar unter dem EinfluB der Atmung eine 
Hemmung der Kohlehydratspaltung (der Glykolyse bzw. Garung) 
ein. Man bezeichnet diesen Vorgang im allgemeinen als Pasteursche 
Reaktion. 

Der erste tiefere Kinblick in den Mechanismus der Pasteur- 
schen Reaktion ist von Meyerhof durch Versuche an Muskel- 
gewebe gewonnen worden. Meyerhof fand bei der Aufstellung 
einer Bilanz des Kohlehydratumsatzes, daB die im Muskel ge- 
bildete Milchsiure aerob nur zum kleinen Teil verbrennt; der 
Rest, und zwar 3—6mal mehr Milchsiiure, als im Héchstfall 
oxydiert sein kann, wird mit Hilfe der Atmung unter Verbrauch 
von Oxydationsenergie zu Kohlehydrat resynthetisiert. Die endo- 
therm verlaufende Milchsiiure-Resynthese steht also in einer ener- 
getisch bedingten Abhingigkeit zur Atmungsgréfe. Das Verhiltnis 


aerob verschwindende Milchsiure ie Meyerhofquotient, bringt diese 





Atmung : 
Beziehung zahlenmifig zum Ausdruck und gibt ein MaS fiir die 
GréBe der Pasteurschen Reaktion im Gewebe. Da beim Muskel 
im allgemeinen von einem Molekiil veratmeten Sauerstofis etwa 
2 Molekiile Milchsiure in Kohlehydrat zuriickverwandelt werden, 
ergibt sich fiir den Meyerhofquotienten in diesem Falle ein Wert 
von rund 2. 
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Wie Warburg!) gefunden hat, gilt nun die Pasteursche 
Reaktion in ahnlicher Weise auch fiir alle anderen Gewebe. Man 
findet nimlich bei den meisten Geweben fiir den Meyerhof. 
quotienten Werte, die bei 2 liegen, d. h. aerob ist im Endeffekt 
wieder 3—6 mal weniger Milchsiure nachzuweisen, als mit Hilfe 
der Atmung oxydiert sein kann. 

Trotz dieser duBeren Ubereinstimmung ist der Mechanismus 
der Pasteurschen Reaktion in beiden Fallen keineswegs der 
gleiche. Im Gegensatz zum Muskel laBt sich namlich bei allen 
iibrigen Geweben (mit Ausnahme evtl. der Leber) niemals fest- 
stellen, daB Milchsiure zu Kohlehydrat resynthetisiert wird. Der 
EinfluB des Sauerstoffs aiuBert sich vielmehr hier in der Weise, 
da8B bereits die Bildung der Milchsiure mehr oder weniger voll- 
stindig zum Stillstand kommt; aerob nimmt die Glykolysegeschwin- 
digkeit ab. Schon dieser Umstand deutet auf einen Unterschied 
im Mechanismus der Pasteurschen Reaktion hin. Die prinzipielle 
Verschiedenheit im Ablauf dieses Vorganges ergibt sich aber aus 
dem abweichenden Verhalten gegeniiber Blausdureithylester. Blau- 
siureithylester hemmt die Pasteursche Reaktion nur bei solchen 
Geweben, die zu einer Resynthese intermediar gebildeter Milch- 
siure nicht befahigt sind’), er beeinfluBt dagegen weder die 
Glykogensynthese des Froschmuskels, noch die GréBe des Meyerhof- 
quotienten in zerschnittener Muskulatur.*) 

Meyerhof hat das Ausbleiben der Blausiureesterhemmung im Falle 
des Muskels auf die zu niedrige Versuchstemperatur zuriickzufiihren gesucht. 
Diese Erklirung beriicksichtigt jedoch einen wesentlichen Umstand nicht 
geniigend. Aus der Temperaturabhingigkeit der Pasteurschen Reaktion ‘) 
ergibt sich, daB der Meyerhofquotient, d. h. die Wirksamkeit der Atmung 
innerhalb des in Frage kommenden Temperaturbereiches mit steigender 
Temperatur nur gréBer, aber niemals kleiner zu werden pflegt. Niedrige 
Versuchstemperaturen werden deshalb die Hemmung der Pasteurschen 
Reaktion eher begiinstigen. Wenn die Glykogensynthese im Froschmuskel 
trotz des niedrigen Meyerhofquotienten bei 15° in Gegenwart von Blausiure- 
ester ungehemmt stattfindet, so beweist dieser Versuch eben, da8 sich im 
Muskel ein anderer Vorgang abspielt als bei den meisten tibrigen Geweben. 

Die Feststellung, daB die Pasteursche Reaktion bei einer 
Reihe von Geweben die Spaltprodukte nicht in einem inneren 





') Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Springer 1926. 

*?) O. Warburg, Biochem. Z. 172, 432 (1926). 

*) O. Meyerhof, Die chemischen Vorgiinge im Muskel, Springer 1930. 
S. 182. 

*) F. Kubowitz, Biochem. Z. 204, 475 (1928); M. Nakashima, 
Biochem. Z, 204, 479 (1928). 




















Beziehungen zwischen Glykolyse und Atmung im tierischen Gewebe. 9209 


Kreislauf durch Resynthese zum Verschwinden bringt, sondern 
schon am Entstehen verhindert, ist fiir die weitere Betrachtung 
dieses Vorgangs grundsi&tzlich wichtig. Hiermit entfallt namlich 
jede Notwendigkeit, die ,aerob verschwindende Milchsiure“ auf 
die AtmungsgréBe zu beziehen. Nur die stark endotherme Milch- 
siuresynthese des Muskels verlangt Zufuhr von Atmungsenergie, 
nicht aber die ganz anders geartete Glykolysehemmung, die in 
Sauerstoffgegenwart bei den meisten iibrigen Geweben zu beob- 
achten ist. Hier ist die Annahme einer energetischen Verkniipfung 
zwischen Glykolyse und Atmung theoretisch vorlaufig nicht ein- 
gusehen, der Meyerhofquotient kénnte beliebig groBe Werte an- 


nehmen. 

Wie die Durchsicht der Literatur ergibt, ist die Abhaingigkeit zwischen 
Glykolyse und Atmung — abgesehen von Muskel und Leber — experimen- 
tell nur fiir Hefe') und einige Milchsiurebakterien*) bewiesen. In allen 
anderen Fallen steht dieser Beweis noch aus. Man findet sogar verschiedent- 
lich Angaben, welche der allgemeinen Giiltigkeit der im Meyerhofquotienten 
zum Ausdruck gebrachten Beziehung direkt zu widersprechen scheinen. So 
hemmt z. B. Acetol oder Dioxyaceton nach Versuchen von Mendel®) die 
Atmung von Tumorgewebe um 55—65°/,, ohne da8 dadurch ,,die Wirkung 
der Atmung auf den Spaltungsstoffwechsel beeintriichtigt wird“. Dem- 
entsprechend steigt der Meyerhofquotient in Gegenwart der Oxy-carbonyl- 
verbindungen von 0,75 im Leerversuch auf rund 2. Ahnliche Beobach- 
tungen hat Fujita im Institut von Warburg an Leukocyten und Knochen- 
markzellen gemacht.‘) Fujita untersuchte den Stoffwechsel der Blutleuko- 
cyten in Citratplasma und fand, daB die Atmung im Verlanf des Versuchs 
betrichtlich absinkt. Nach 1 Stunde sind nur noch 60°/, der Anfangs- 
atmung erhalten, trotzdem ist die aerobe Glykolyse unverindert geblieben, 
der Meyerhofquotient infolgedessen von 1,9 auf 3,4 gestiegen. Bei Knochen- 
markzellen zeigt die Atmung in Ringerlésung dasselbe Verhalten. Mit der 
Dauer des Versuchs dndert sich jedoch auch die aerobe Glykolyse (Tab. 1). 


Tabelle 1.°) 


Markzellen in Ringerlésung bei 38°. 


























0, Ne Meyerhof- 

Versuchsdauer Q, Ou Om quotient 
0’— 80’ — 12,9 + 3,8 +25,8 1,8 
80’— 60’ — 11,0 + 6,8 +25,4 1,7 
60’— 90’ — 8,8 +11,6 +21,6 1,1 
90’—120’ ~ oF +12,4 + 20,8 2,3 
120’—150’ — 20 14,7 +20,6 3,0 
150’—180’ 0 +17,5 +18,9 00 





1) O. Meyerhof, Biochem. Z. 162, 43 (1925). 
*) O. Meyerhof u. P. Finkle, Chem. Zelle 12, 157 (1925). 

*) Klin. Wschr. 9, 118 (1980). 4) Biochem. Z. 197, 179 (1928). 
5) Nach A. Fujita, Biochem. Z. 197, 179 (1928). 
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Errechnet man nun aus Versuchsdaten Fujitas die einzelnen Werte 
des Meyerhofquotienten gesondert fiir jedes Zeitintervall, so zeigt sich, daf 
eine gesetamiBige Beziehung zwischen GréBe der Atmung und Wirkung 
der Atmung offenbar nicht besteht. Der Meyerhofquotient schwankt will. 
kiirlich zwischen 1 und 8, eine Konstanz des Ausdrucks, wie sie die Theorie 
erfordert, liegt nicht vor. Auch die Wirkung der Blausiure auf den tie. 
rischen Stoffwechsel liBt sich nicht als Beweis fiir die allgemeine Giiltig. 
keit des Meyerhofquotienten anfiihren, seitdem Genevois') nachgewiesen 
hat, da8 Blausiiure die Pasteursche Reaktion direkt zu hemmen vermag. 


Soviel wir sehen, gibt es also weder theoretisch, noch experi- 
mentell einen zwingenden Beweis fiir die Annahme, daB die 
Glykolyse ihnlich wie beim Muskel auch in anderen tierischen 
Geweben von der Atmung als solcher abhangt und auf diese 
GréBe zu beziehen ist. Verschiedene experimentelle Befunde 
stehen sogar direkt im Widerspruch zu dieser Annahme. Man 
wird deshalb die Frage zu untersuchen haben, ob die Wirkung 
des Sauerstoffs auf die Glykolyse evtl. unmittelbar vom Sauer- 
stoff selbst ausgeiibt wird, d. h. ob Sauerstoff die Glykolyse ein- 
fach durch seine Gegenwart hemmt. Die GréBe der Glykolyse 
miiSte dann vom Sauerstoffpartialdruck abhingen und durch 
Anderung dieses Faktors zu beeinflussen sein. 


Zur experimentellen Priifung dieser Frage eignet sich nicht 
jedes beliebige Gewebe. Bei Stoffwechselmessungen mit variiertem 
Sauerstoffdruck tritt nimlich leicht der Fall ein, daB sich bei 
niedrigen Sauerstoffpartialdrucken neben der Glykolyse auch die 
Atmung des verwendeten Gewebes andert. Eine Beeinflussung 
der AtmungsgréBe mu8 aber unter allen Umstanden vermieden 
werden. Da nun die Gewebeatmung vom Sauerstoffpartialdruck 
unabhingig wird, wenn die Diffusionsgleichungen erfiillt sind, 
d.h. wenn die Dicke des untersuchten Gewebes stets unter der 
noch zulaissigen Grenzschnittdicke’) liegt, kénnen in unseren 
Versuchen, die verhaltnismaBig niedrige Sauerstoffpartialdrucke 
erfordern, nur extrem diinne Gewebe zur Messung verwendet 
werden. Ferner mu8 die Pasteursche Reaktion unter den 
iiblichen Normalbedingungen — gemessen in Ringerlésung — 
voll in Gang sein, das Gewebe darf in 95°/, O, nicht oder nur 
unbetrichtlich glykolysieren. 

Ein Gewebe, welches diesen Anforderungen im allgemeinen 
geniigt, haben wir in der Dickdarmschleimhaut des Meerschwein- 





1) Biochem. Z. 186, 461 (1927); 191, 147 (1927). 
*) O. Warburg, Biochem. Z. 142, 317 (1923). 
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chens aufgefunden. Die zulissige Grenzschnittdicke bei einer 
Atmung der Schleimhaut von QYo,=— 18 errechnet sich z. B. 
fir Versuche in 10°/, Sauerstoff zu 1,4-10-* cm. Dickebestim- 
mungen der Schleimhaut ergaben, da8 dieser Grenzwert nur aus- 
nahmsweise erreicht wird; normalerweise schwankt die Dicke 
der Darmschleimhaut beim Meerschweinchen zwischen 0,7 und 
1,3-10-? cm. Ein Sauerstoffpartialdruck von etwa 70 mm Hg 
miiBte demnach noch ausreichen, um die volle Atmung des Ge- P 
webes zu gewahrleisten. Wie wir uns in zahlreichen Versuchen 
iiberzeugt haben, ist dies tatsichlich der Fall. Bei Parallel- 
messungen in 100°/, und in 10°/, O, war in der iiberwiegenden 
Mehrzahl der Versuche die Atmung der Darmschleimhaut vdllig 
konstant. Eine Abnahme des Sauerstoffverbrauchs in gréBerem 
AusmaB haben wir nur vereinzelt beobachtet, meist war in diesem 
Falle der Absolutwert der Atmung auffallend hoch (po, > 20). 
Wir sind dann dazu iibergegangen, die Atmungsmessung mit 
der Bestimmung der aeroben Glykolyse bei verschiedenen Sauer- 
stoffpartialdrucken zu kombinieren. Dabei ergab sich, daB die 
Glykolyse mit abnehmendem Sauerstoffdruck trotz konstanter 
Atmung ansteigt. Wahrend in Versuchen mit 95°/, O, bei Darm- 
schleimhaut gar keine oder nur eine geringe Glykolyse auftritt, 
setzt schon in 15°/, O, eine deutliche Milchsiurebildung ein, 
die sich weiter verstirkt, wenn der Sauerstoffgehalt im MeBgefaB 
auf 10 Vol.-°/, herabgemindert wird. Errechnet man nun aus den 
einzelnen StoffwechselgréBen gesondert fiir die verschiedenen 
Sauerstoffdrucke den zugehérigen Wert des Meyerhofquotienten, 
so zeigt sich, daB der Meyerhofquotient mit abnehmendem Sauer- 
stoffdruck stets kleiner wird. Der Meyerhofquotient ist also keine 
Konstante, sondern er andert sich mit den ‘iuferen Versuchs- 
bedingungen. Demnach kann auch die gesetzmaBige Beziehung 
zwischen Glykolyse und Atmung, die der Formulierung des 
Meyerhofquotienten zugrundeliegt und die im Fall des Muskels 
zweifellos zu Recht besteht, nicht allgemein giiltig sein. Zum min- 
desten fiir Darmschleimhaut trifft die Annahme einer Verkopplung 
zwischen Oxydations- und Spaltungsstoffwechsel nicht zu. Die 
Glykolyse ist hier unabhingig vom ProzeB der Atmung, sie ist 
im Gegensatz zur Atmung eine Funktion des Sauerstoffdruckes. 
Sucht man nach einer Erklirung, wie die Wirkung des 
Sauerstofis auf die Glykolyse ohne den Umweg iiber die Atmung 
zustandekommen kénnte, so ergibt sich die Méglichkeit, hierfir 
das Glutathionsystem im Gewebe verantwortlich zu machen. 
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Nach der Ansicht von Hopkins‘) besteht im lebenden Organismus 
ein dynamisches Gleichgewicht zwischen den beiden Glutathion. 
formen, da das Glutathion im Gewebe bei Gegenwart von Sauer. 
stoff sowohl der Reduktion wie der Dehydrierung unterliegt und 
beide Prozesse gleichzeitig nebeneinander stattfinden. Nun konnten 
wir in einer Untersuchung iiber die Wirkung des Glutathions 
auf die Pasteursche Reaktion den Nachweis erbringen®), dag 
die reduzierte Glutathionverbindung bei bestimmten Geweben, 
zu denen iibrigens auch Darmschleimhaut gehért, die Pasteursche 
Reaktion spezifisch und reversibel zu hemmen vermag, wihrend 
oxydiertes Glutathion keinerlei Einflu8 auf den Kohlehydrat- 
stoffwechsel zeigt. Dieses Verhalten li8t im Zusammenhang mit 
den Befunden von Hopkins auf einen biologischen Regulierungs- 
mechanismus schlieBen, den das Glutathionsystem in vivo ausiibt. 
Bei bestimmten Geweben scheint eine wichtige Funktion des 
Glutathions darin zu bestehen, die Glykolyse durch Verschiebung 
des Gleichgewichts seiner beiden Komponenten zu _steuern. 
Ist diese Vorstellung von der Wirkungsweise des Glutathions 
im Kérper richtig, so wire nicht nur die Abhingigkeit der Glyko- 
lyse vom Sauerstoffdruck im Falle der Darmschleimhaut zu ver- 
stehen, sondern die gleiche Beziehung miiBte viel allgemeiner 
giltig sein, sie miiBte fiir alle diejenigen Gewebe zutreffen, deren 
Pasteursche Reaktion durch reduziertes Glutathion gehemmt 
wird, bei denen sich aber eine direkte Beeinflussung der Glyko- 
lyse durch Sauerstoff aus methodischen Griinden nicht nach- 


weisen laBt. 


Versuchsteil. 


Ein fiir manometrische Stoffwechselmessungen besonders geeignetes 
Versuchsmaterial ist die Dickdarmschleimhaut des Meerschweinchens, die 
sich leicht auf folgende Weise gewinnen lift. Ein etwa 5 ccm langes Stiick 
Dickdarm wird mit der Schere der Liinge nach aufgeschnitten, ausgebreitet 
und die Schleimhaut vorsichtig mit einem Spatel abgestreift. Dabei reibt 
die Schleimhaut gleichmiBig an der Grenze von Submucosa und Muscularis 
mucosae ab und bildet eine zusammenhingende diinne, aber trotzdem stabile 
Gewebeschicht, die direkt zur Stoffwechselmessung verwendet werden kann. 
In der Tab. 2 sind die Ergebnisse der Dickebestimmungen zusammengestellt. 
Das Trockengewicht der Darmschleimhaut betrigt '/; des Frischgewichtes, 
die Dicke des Gewebes schwankt zwischen 0,7 und 1,8 x 10? em, im Mittel 
aus 12 Bestimmungen ergibt sich ein Wert von 1,0x 10-? cm. 

Die Atmung der Darmschleimhaut wurde in glucosehaltiger Kochsalz- 
phosphatlésung oder in Atmungs-Ringerlésung unter Absorption der At- 





1) F.G. Hopkins u. K.A.C. Elliott, Proceed. Roy. Soc. B. 109, 58 (1931). 
*) Diese Z. 210, 79 (1932). 
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nus FF Tabelle 2. 
ion. - Dickebestimmungen der Dickdarmschleimhaut 
rer. (Meerschweinchen). 
nd § Nr Flichenausdehnung | Trockengewicht | Mittlere Dicke 
ten ‘| d. Gewebes in qmm mg mm 
ons a . 
lag OE 1 71 1,60 0,10 
| 2 120 2,65 0,11 
a: 2 | ) 
ne 
5 104 1,66 0,08 
nd : 
6 105 1,47 0,07 
at- 7 140 3,57 0,13 
nit 8 343 6,65 0,10 
s- Ff 6,69 0,11 
bt. 11 315 8,36 0,13 
™ 12 150 8,25 0,11 
ng £  wmungskohlensiure mit Kalilauge bestimmt, als Gase kamen reiner Sauerstoff 
1, [— und ein Gemisch von 10°/, Sauerstoff in Stickstoff zur Verwendung. Um 
ns ' mu verhindern, daB sich bei den Versuchen mit niedrigem Sauerstoffdruck 


im Gewebe partieller Sauerstoffmangel ausbildet, haben wir das Suspensions- 























' -  volumen im Vergleich zum Gasvolumen klein gewihlt (fiir vp = 1,2 cm war 
- | po, etwa 1,8) und haben die Schiittelgeschwindigkeit auf 180—200 Aus- 
er —  schiige pro Minute erhéht. Die Ablesungszeiten wurden auf das méglichste 
} _  Mindestma8 verkiirzt. Unter diesen Bedingungen ist die Atmung der Darm- 
it - schleimhaut fiir Parallelversuche in 10°/, und in 100°/, Sauerstoff gleich 
. groB (Tab. 3), nur in 2 Fallen (Versuch 5 und 9) haben wir Abweichungen 
| beobachtet, die die Fehlerbreite der Methode deutlich iiberschreiten. 
Tabelle 3. 
Atmung der Darmschleimhaut bei verschiedenen Sauerstoffpartialdrucken. 

8 = 
e Q, v 
k Nr. - Nr. = 
t in 100%, O, | in 10%, O, in 100%/, O, | in 10°/, 0, 
' 1 17,2 | 18,2 9 23,1 | 15,3 
2 21,9 21,8 10 18,6 17,0 

3 17,5 | 17,3 11 20,6 19,8 

4 16,3 16,5 12 13,6 13,2 

5 24,7 | 18,3 13 20,9 20,6 
, 6 16,3 16,7 14 14,7 | 12,6 

7 16,7 15,2 15 16,5 16,0 

8 15,5 | 14,9 














Die Bestimmung der aecroben Glykolyse bei verschiedenen Sauerstoff- | 
partialdrucken erfolgte nach der Bicarbonatmethode') (Tab. 4). Das Ver- 


') O. Warburg, Biochem. Z. 158, 121 (1925). 
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hiltnis vp/vg der AnhanggeféiBe stimmte mit dem der Atmungstrége iiber. 
ein. Da im iibrigen dieselben Versuchsbedingungen wie bei der Atmungs. 
messung eingehalten wurden, war anzunehmen, daB auch in diesem Falle 
stets fiir ausreichende Sauerstoffversorgung des Gewebes gesorgt war. Jeder 
Versuch der Tab. 4 gliedert sich in 5 Einzelbestimmungen; es wurden neben. 
einander die aerobe Glykolyse und die Atmung bei hoiem und niedrigem 
Sauerstoffdruck gemessen und gleichzeitig die GréBe der anaeroben Milch- 
siurebildung bestimmt. Aus den zusammengehérigen Werten la8t sich dann 
der Meyerhofquotient fiir 2 verschiedene Sauerstoffdrucke berechnen. Wie 
die Tabelle zeigt, nimmt die aerobe Glykolyse bei niedrigem Sauerstoffdruck 
trotz konstanter Atmung zu, infolgedessen wird der Meyerhofquotient mit 
abnehmendem Sauerstoffdruck stets kleiner. 


Tabelle 4. 


Bestimmung des Meyerhofquotienten bei variiertem Sauerstoffdruck. 















































3 Qo Qo, Meyerhofquotient 
2 
EB | 95%, | 15%, | 10% Ox’ \95%, | 15%, | 107, | hoher niedriger 
7 > . O, QO, | O, O, | 0,-Druck} 0,-Druck 
1} 0 (+ 60| — | +130}-15,8)-14,5| — ae 
a1 .-0 46a) —. Fonete 140] +287) 12 0,8 
3/4 221+ 65| — | +10,1|—13,0/—124] — le ee 
4} 0 |+11,2; — | +17,0)]—175/-155| — 110 0,4 
51+ 9,6/+11,9| — | +15,0|/—184/—166| — 08 | of 
6j4+47| —’ |+ 7,8] +168]-136| — |-13,8] 1,0 0,7 
714 20|— |4 061 49581-8711 — |~ ee ta | of 
8/+10,3) — | +144] +17,8|/-160| — |-17,7] 04 | oO 
914 74) — (49881 49801-1144) — |~114] os | 08 
10|+ 3,7) — | +411,1] +162|-154) — |-135] 08 | of 
11)+ 23) — |+ 93] +4140/-17,5; — |-154] 0,7 | 08 
121+ 61; — |+ 65] +165|/-181| — |-183] 06 0,6 
13/415) — |+ 9,1] +144]/-135| — |-105] 1,0 0,5 
ii+ae| — |p eel aaesloue| — |e | Oe 
15/+ 37; — |+ 9,7] +150]-104| — |— 771 11 | 07 
16/+125/ — | +123] +163]-15,3; — |-143] 038 | 0,3 
17]+ 4.7/ — |4133| 42293/-1977 — |-~ 98] 14 | 09 
is} o | — |+ 88] +4164]/-165| — |-120] 10 | 0 











Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir die 
Unterstiitzung dieser Untersuchung zu groBem Dank verpflichtet. 
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EinfluB des Carotins (Vitamins A) auf den Puringehalt 
wachsender normaler und pathologischer Gewebe. 


Von 
Hans von Euler und Gerhard Schmidt. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1934.) 

& Die Tatsache, daB Carotin, vermutlich auf dem Weg iiber 
' das Vitamin A, das Wachstum hoherer Tiere férdert, hat zwar 
_ zur chemischen Aufklirung des Vitamins A und zur Ausarbeitung 
gev,Methodik der Vitamin A-Bestimmung wesentlich beigetragen, 
aber man muB sagen, daB diese Tatsache erst der Ausgangspunkt 
fiir eine Erforschung der biochemischen Wirkung des Carotins 
und Vitamins A ist. Denn das Wachstum, oder genauer, die Be- 
i. der Kérpergewichtszunahme unter gewissen Bedin- 

gungen, ist ein viel zu komplizierter Vorgang, als daB er iiber 
den Angriffspunkt des genannten Lipochroms auch nur Vermu- 
tungen zulieBe. Zunahme des Kérpergewichtes kann durch ganz 
verschiedene Vorginge veranlaBt sein (Anhiufung von Wasser, 
Fett, Knochensubstanz) und kann auch beim wachsenden Tier 
Variationen unterliegen, welche nicht immer die Entwicklung des 
ganzen Tieres zu beeintrachtigen brauchen. Beschleunigung der 
Kérpergewichtszunahme ist iibrigens keineswegs die einzige Wirkung 
des Carotins und Vitamins A beim wachsenden Tier. Ausgewach- 
sene Tiere kénnen bekanntlich langere Zeit ohne Carotinzufuhr 
leben und sich sogar wihrend einer Generation fortpflanzen. 

Der Zustand junger Tiere bei Vitamin A-Mangel zeigt, daB 
Vitamin A an lebenswichtigen Aufbauvorgingen der Kérpersub- 
stanz beteiligt ist; es ist auffallend, daB die Bedeutung des Caro- 
tins und Vitamins A fiir diese Synthesen noch nicht erkannt und 
systematisch studiert worden ist. Wir haben in der vorliegenden 
Arbeit die Frage aufgenommen, ob nicht die Wachstumswirkung 
des Vitamins A auf die Erhéhung der Kernbildung und die Be- 
schleunigung der Zellteilung zfriickgefiihrt werden kann, mit 
anderen Worten, ob nicht die Vitamin A-Wirkung im Kernreich- 
tum der Zellen zum Ausdruck kommt. 

In dieser Mitteilung wollen wir von der Diskussion der Kern- 
bildung und daran anschlieBenden Vorgingen ganz absehen und 
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nur den Gehalt der untersuchten Gewebe an den Purinen in Be. 
tracht ziehen, welche den charakteristischen Bestandteil der Zell. 
kerne ausmachen, aber auch in anderer Form in Zellen und 
Geweben vorkommen. Hier sei gleich das wesentliche Resultat 
unserer Untersuchung vorausgeschickt: Der Puringehalt der 
Leber, Niere, Milz und des Muskelgewebes bei Ratten 
wird bei Vitamin A-Oberschu8 in der Nahrung erhdéht 
und fallt bei Vitamin A-Mangel (Carotinmangel) unter 
den Normalwert. 


Bekanntlich bilden Tagesdosen von etwa 1—2 y Carotin, und 
zwar sowohl f- als a-Carotin, eine zum normalen Wachstum aus. 
reichende Menge fettléslichen Wachstumsfaktors fir Ratten.}) 
GréBere Carotinmengen werden in der Leber angereichert und 
nach Moores Befund im lebenden Organismus in Vitamin A ver- 
wandelt. Ferner findet man Carotin und Vitamin A in Neben- 
nieren?), in der Hypophyse*) und in der Placenta‘) aufgespeichert, 
ganz abgesehen von Corpus luteum, aus welchem bereits Will, 
stitter und Escher‘) das Carotin isoliert hatten. Es lagnun 
die Méglichkeit vor, daB das Carotin in diesen Speicherungs- 
organen vorzugsweise zur Wirksamkeit kommt und daB man also 
die primaren Wirkungen in diesen Organen antreffen wird. Carotin- 
zufuhr erhéht aber auch den Vitamingehalt des Blutserums, und 
dadurch kann sich die Vitaminmenge iiber den ganzen Organis- 
mus verbreiten und ihre Wirkung entfalten. Da die Carotin- 
zufuhr beschleunigte Gewichtszunahme besonders der Leber, Niere 
und Milz hervorruft, haben wir zunichst unsere Purinuntersuchungen 
an diesen Organen angestellt. Es lag dann nahe, die gleichen 
Organe auch wiahrend der embryonalen Entwicklung zu unter- 
suchen, also in einer Periode des raschen Wachstums, und schlieb- 
lich haben wir als rasch wachsende Gewebe auch Roussarkome 
und Jensensarkome in den Bereich unserer Untersuchung gezogen. 





') Euler, Euler u. Hellstrém, Sy. Kem. Tidskr. 40, 256 (1928); 
Karrer, Euler u. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 B, Nr. 2 (1928); 
Karrer, Euler u. Hellstrém, Sv. Vet. Akad. Arkiy f. Kemi 10 B, Nr. 15 
(1931). 

*) Euler, Scientia (Milano), Oktober 1931; Bailly u. Netter, C.r. 
Acad. Sci. 193, 961 (1931). 

*) Euler, B. Zondek u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 
11 B, Nr. 2 (1932). 

*) Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 10 B, Nr. 20, 
(1932); Kuhn u. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 

») Diese Z. 76, 214 (1912); Kuhn u. Lederer, Diese Z. 200, 246 (1931). 
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Be. | Methodik. 


Zell. ul Die Purinbestimmungen wurden nach einer Modifikation der von 
und — G.Schmidt') angegebenen Methodik ansgefiihrt. Die Abiinderungen von 
Itat der urspriinglichen Arbeitsvorschrift, die eine wesentliche Erleichterung und 


Verbesserung darstellen, bestehen vor allem in einer bedeutenden Verminde- 


der ES rung der zur Hydrolyse angewandten Siuremengen und der zur Purin- 
ten — _—fillung angewandten Kupfersulfatmengen. 
Oht F Fiir die Hydrolyse wird die alte Vorschrift durch folgende ersetzt: 
ter — 13g zerkleinertes Gewebe werden mit 3—5 cem 2°/,iger Schwefelsiure 
quantitativ aus den Wiigeglaschen in einen Kjeldahlkolben von 15—20 cem 
‘ Inhalt iibergespiilt. Der Kolben hat eine Halslinge von 150 mm, eine Hals- 
und — ~~ weite von 15 mm und ist an ein Steigrohr von 1000 mm Linge und 6 mm 
us. |  lichter Weite angeschliffen. Nach Zugabe einer Glasperle und einiger Tropfen 
Sn, : Amyl- oder Octylalkohol 148t man iiber der Sparflamme eines Bunsen- 
i § brenners 4 Stunden lang kochen. 
und Die Wolframsiurefallung und das Umlisen des Niederschlages wird 
er. in der von G. Schmidt friiher beschriebenen Weise vorgenommen. Das 
en- —  ### Wolframsiurefiltrat wird alkalisiert, auf 100 ccm aufgefiillt. Zur Gesamt- 
ert —  . N-Bestimmung werden 2ccm der Lésung in einen Mikro -Kjeldahlkolben 
Il. |  abpipettiert und sofort mit 2 cem konzentrierter Schwefelsiiure versetzt. 
<% — | Der Wolframsiureniederschlag wird in Natronlauge vollstindig gelist und 
un i die Lésung auf 100 ccm aufgefiillt. Von der Lisung werden gleichfalls 
gs- — §§ 2ccm fiir die Gesamt-N-Bestimmung zu dem entsprechenden, im Kjeldahl- 
lso — kolben befindlichen Filtratanteil pipettiert. 
ine q Aus dem zur Purinbestimmung dienenden Anteil des Wolframsiiure- 
_ filtrates wird nun das Ammoniak in der friiher beschriebenen Weise ent- 
nd | fernt; eine zweite Wolframsiurefallung ist unnétig. Nach Uberspiilen in 
1s- § § ein Becherglas von 250 ccm und Ansiuern mit Essigsiure wird die Purin- 
in- _  fallung in der itiblichen Weise vorgenommen, jedoch so, da8 1 cem 40°/,ige 
re  Natrium-Bisulfitlésung und auf je 1 g der durch den benutzten Filtratanteil 
| ausgezogenen Gewebemenge 3 ccm 1°/,ige Kupfersulfatlésung, jedoch nicht 
a -F weniger als 0,5 ccm zugefiigt werden. 
can Ff Durch die im Vergleich zu der friiheren Vorschrift viel geringere 
r- §  § Kupfersulfatmenge wird die Mitfillung stickstoffhaltiger Verunreinigungen 
B- — auf ein relativ zur Purinmenge nicht mehr in Betracht kommendes Mab 
ne __ herabgesetzt. Dies ist wahrscheinlich durch den Umstand bedingt, daB die 


_ Verunreinigungen nicht in den Cupropurinniederschlag selbst, sondern in 
nN. — ~— das bei groBem Uberschu8 von Kupfersulfat stets reichlich ausfallende ° 
Kupferoxydul mitgerissen werden. 

In Tab. 1 sind einige methodische Kontrollversuche wiedergegeben, die 


ORR as ose a Aa 


); den Vorzug der modifizierten Technik namentlich bei Verwendung kleiner Ge- 
5 websmengen zeigen. Die Versuche bestehen je aus Purindoppelbestimmungen 

an sehr verschieden groBen absoluten Gewebemengen. Bei dieser Anord- 
. & nung miissen sich Fehler, die durch eine Adsorption von Verunreinigungen 
_ [an iiberschiissiges Kupferoxydul entstehen, bemerkbar machen, denn auch 
ni {| _i bei der Verwendung geringer Gewebemengen sind im Filtrat so reichlich 
, _ die als Verunreinigungen in Betracht kommenden Eiwei8abbauprodukte 
| = 





) Diese Z. 219, 191 (1983). 
Hoppe-Seyler’s Zeitechrift f. physio}. Chemie. COXXITI. 
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vorhanden, daB die mitgerissene Menge in weiten Grenzen von der an- 
gewandten Gewebsmenge unabhingig sein muB. Die Folge ist, daB die in 
Prozenten ausgedriickten Purinwerte bei der Verwendung kleinerer Gewebs- 
mengen héher sein miissen als bei gréSeren Gewebsmengen. 

Wie die Versuche 1 und 2 zeigen, trifft dies tatsichlich zu, und der 
Fehler durch Mitfallung ist so groB, dab er bei Anwendung der friiher 
bescbriebenen Technik nur bei Purinstickstoftmengen von etwa 1 mg ab 
vernachlissigt werden kann. 

Aus den Ergebnissen der Versuche 8—5 geht dagegen hervor, dai 
man auch bei Verwendung sehr verschiedener Gewebsmengen gut iiberein- 
stimmende Doppelwerte erhilt, wenn man die oben angegebenen Regeln fiir 
die zugesetzten Kupfersulfatmengen beachtet. 


Tabelle 1. 




















°/, Purin-N 
Organ Einwage (bez. auf Bemerkungen 
Frischgewicht) 
; 1,2150 0,189 
0,0619 0,230 Friihere 
- 1,7410 0,206 Methode 
, 0,0638 0,285 
Rattenleber <¢ ; 1,8934 0,178 
0,0400 0,182 
: 1,3733 0,186 Modifizierte 
' 0,0421 0,200 f  Methode 
1,6720 0,056 
Pferdeniere 0,0836 0,055 











Vorbehandlung der Versuchstiere. Uber das Tiermaterial und seine 
Behandlung sei folgendes erwihnt: Die jungen Ratten des in diesem Institut 
oft untersuchten weiBen Rattenstammes wurden nach Entwéhnung vom 
Muttertier (3. Lebenswoche) mit der fiir Vitamin A-Priifung iiblichen Grund- 
nahrung gefiittert, nimlich 


SOR ieerate wee 200 Teile Frische Hefe ....... 400 Teile 
Reisstiirke ..... 500 sz, Gehirtetes Arachidfett.. 115 __,, 
Salzmischung ... 50 ,, 


dazu die Vitamin B-Gruppe als Hefe, Vitamin C als Citronensaft, Vitamin D 
in Form von Vigantol. Auf den Hefengehalt der Grundkost und die dadurch 
auch den A-arm ernihrten Tieren zugefiihrten Purinmengen sei besonders 
aufmerksam gemacht. 

Die Versuchstiere sind, sofern nicht anders angegeben, 60—100 g 
schwer und etwa 2—4 Monate alt. 

Die Carotinzusiitze betrugen pro Tag 20 7, somit die 10fache zum 
normalen Zuwachs notwendige Menge. Die mit ,,Normalkost“ gefiitterten 
Tiere erhielten statt der oben angegebenen Grundkost gemischte Kost, be- 
stehend aus Brot, Maismehl, Weizenkleie, Casein und Magermilch; Zusiitze 
von Gemiise, Fisch jeden 4. Tag. 
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. & Tabelle 2. 


















































in 
7 Muskel, Niere, Milz von Ratten. 
er q Ge- : 
er - Datum | Ratte Kost Bemerkungen | Organ |Purin-N] samt-N pee N-100 
ib ‘ Nr 0) 0/ Gesamt-N 
3 ° 0 0 
. 28, 11. Normal Muskel} 0,072 | 2,85 2,51 
4 24,11. | 7029 A-frei re 0,064 | 3,30 1,94 
9 - 1.12. | 7030 A-frei me 0,073 | 3,56 2,10 
19.12. | 8348 | Carotin-Zus. 0,060 | 2,53 2,50 
! a-Car.-Zus.') 0,073 | 2,53 2,86 
28, 11. Normal Niere | 0,130 | 2,53 5,12 
= 9,11. . Tricht. Tier ‘ 0,132 | 2,68 4,90 
24.11. | 7029 A-frei 0,116 | 2,86 4,06 
| 1.12. | 7030 ‘ Tier moribund i 0,075 | 2,88 2,60 
| 22,12. | 8123 ‘a ‘ 0,047 | 2,62 1,80 
‘ | 4.1. | 8158 in ‘ ‘ ‘i 0,102 | 3,28 3,10 
| 19.12. | 8348 | Carotin-Zus. . 0,104 | 3,18 3,30 
19.1. a-Car.-Zus.') 0,080 | 2,63 3,04 
E23. 1. Normal - 0,080 | 2,81 2,90 
P28. 11. me Milz | 0,194 | 2,99 6,48 
© 13.11. ns Tricht. Tier i 0,247 | 3,22 7,50 
| 24.11. | 7029 A-frei a 0,198 | 3,36 6,02 
F 22.12. | 8123 . i 0,217 | 4,28 5,07 
» 1.12. | 7030 . Tier moribund es 0,203 }| 3,12 6,50 
'— |[28E " A-haltig Leber | 0,169 | 3,22 5,25 
: 28 E a a Milz | 0,182 | 3,34 5,43 
28 E i ‘ Niere | 0,090 | 2,65 3,39 
, Tabelle 3. 
t Rattenleber. 
1] — -_ — a 
Ge- Puri 
Datum | Ratie} Kost Bemerkungen Purin-N | samt-N pomen=100 
Nr. of, of, Gesamt- N 
7.11. Normal | Embryonen 35mm] 0,098 | 1,46 6,7 
| Muttertier 0,193 | 3,49 5,7 
e 26.11 2 Embryonen 25mm | 0,213 | 2,93 7,3 
| 3 
| fe 28.11. - Junges Tier 0,153 | 3,01 5,1 
| 22.12. | 8123] A-frei ni 5 0,144 | 3,19 4,5 
«24.11. | t029 ‘ nies 0,161 | 3,20 5,0 
| = 1.12. | 7080 ‘ moribund 0,174 | 3,08 5,6 
P 14.1. | 8158 i - 0,199 | 3,72 5,4 
19.12. | 8348 | Car.-Zus. 0,197 | 6,62 3,0 























1) Zusatz von reinem a-Carotin (P. Karrer), 207 pro Tag. Die Leber 
des zu anderen Zwecken verwendeten Versuchstieres enthielt nach spektro- 
photometrischer Untersuchung (H. Hellstrém) nur wenig Carotin. 

15* 
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Tabelle 4. 

































































Uterusschleimhaut. g 
| fr 
Vers.- Datum] Kost | Bemerkungen om vias “ues Purin-N-100 ki 
Nr. le lo Gesamt-N ' 
Ka | 9.12. | Carotin- | Kaninchen — a 4,81 ow 
zusatz | mit Follikulin ww 
: behandelt r 
carotin- — — 4,70 . 
frei 
Kb | 7.11. | Carotin- | Kaninchen | 0,11 2,11 5,2 , 
zusatz | mit Follikulin \ 
: behandelt } 
carotin- 0,089 1,78 5,1 
frei 
Tabelle 5. 
Tumoren. Jensensarkome. 
Kost Tumor- Purin-N Gesamt -N | Purin-N-100 Mittel I 
gewicht ‘},  P Gesamt-N 
Normal 3,5 oo — 7,7 
S 3,6 0,205 2,39 8,6 7,9 
a 0,8 0,183 2,46 7,4 : 
. if 
A-frei 1,4 0,156 2,38 6,6 
" 1,8 0,156 2,32 6,7 6,65 
at 0,9 _ 2,46 sen d 
Normal 1,0 0,183 2,80 6,6 
- 1,0 0,181 2,53 41 7,1 
- 0,4 0,200 2,61 158 . 
A-frei 1,0 0,142 2,61 5,6 
és 0,10 0,228 3,01 7,6 ae 
“ 0,16 0,161 3,27 4,9 es = 
x 0,10 0,294 4,8 6,1 I 
A-frei 0,5 0,258 4,57 5,6 
erwachs. Tiere 2,5 0,176 2,73 6,4 6,1 1 
(Nr. 5200) 0,3 0,249 3,95 6,3 I 
A-haltig 2,5 0,162 2,56 6,3 
- 1,8 0,147 2,76 5,4 5,9 
99 2,0 0,169 2,84 6,0 
A-frei 1,2 0,235 2,93 8,0 ee: 
junges Tier F 6 
2 ( 
Bei einem Teil der Versuchstiere wurde sofort nach der Tétung gleich- ‘ 


zeitig mit dem auf Purin zu untersuchenden Organ auch noch die Leber | 
entnommen und auf Vitamin A und Carotin untersucht, um festzustellen, _f 
daB das Versuchstier tatsichlich erhebliche Vitamin-A- bzw. Carotinreserven | 
enthielt. 6g 
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Wihrend die Jensen-Sarkome der Carotin-frei ernihrten Ratten nach 
genauer spektrometrischer Analyse tatsichlich sowohl Carotin- als Vitamin A- 
frei waren — wir verdanken die Messungen Herrn Dr. H. Hellstrém — 
konnte in den Lebern der ,,Carotin-frei“ ernihrten Tiere (Nr. 5200 obiger 
Tab. 5) noch ein wenig Carotin ‘nachgewiesen werden. 

Bei der iblichen Verteilung des Petrolither-Extraktes mit Alkohol 
wurden die Bande 490 mu (nicht Carotin) und 456 mu gefunden. A-Vitamin 
lieB sich durch die UV-Absorption deutlich in den untersuchten Lebern 
nachweisen; bemerkenswert sind 2 Bande bei 271 mu und 283 mu. 


Untersuchen wir zuniichst den EinfluB des Carotins bzw. 
Vitamins A, so kénnen wir die in obigen Tabellen angegebenen 
Versuchszahlen in folgender Ubersicht zusammenfassen: 


Tabelle 6. 








Kost 





' Grundkost, 
| Vitamin A-frei 


Tier und Organ 
Normal, gemischt 














Ratte, Muskel ....... 2,51 2,02 
(Grundkost + Carotin 2,68) | 
— eee ee 5,02—3,30 | 4,06 
i ME a tt + we 7,0 | 5,86 
> Me sae 5,4 | 5,1 
, Jensensarkom..... 7,5 | 6,35 
Kaninehen, Uterusschleimhaut 4,8—5,2 | 4,70—5,10 


An einem minnlichen Kaninchen, normal ernihrt, wurden 
die folgenden Werte gefunden: 


Tabelle 7. 

















: Purin-N-100 
rgan -N ?urin- 
Orga Gesamt-N I N ae 
SIRO RS sar Ses helen ge 3,07 0,098 3,2 
6c A 3,12 0,101 3,2 
aS 2,37 0,069 2,9 
ee eee A — —_ 6,5 
Ischiadicus. ...... 2,01 0,024 1,2 











Deutlich ist der EinfluB der Carotinzugabe auf den Purin- 
gehalt der Muskeln, der Niere, der Milz und des Jensensarkoms; 
erheblich geringer auf den Puringehalt der Leber der Ratten. In 
der Uterusschleimhaut der Kaninchen libt sich auf Grund des 
vorliegenden Materiales ein diesbeziiglicher Unterschied noch nicht 
feststellen. Es fragt sich nun, wie diese Befunde zu deuten sind. 

Was den Einflu8 der Carotin- und Vitamin A-Zufuhr auf 
den Puringehalt der wachsenden Organe iiberhaupt betrifft, so 
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liegen keine chemischen Anhaltspunkte vor, aus welchen ein Uber. 
gang dieser Stoffe in Purine oder die Katalyse eines solchen 
Ubergangs ohne weiteres verstiindlich wire. Wir wissen iiber bio. 
chemische Wirkungen von Carotin und Vitamin A bis jetzt nur, ' 
daB sie die Gewebsoxydation férdern und in dieser Weise anf 
den Stoffwechsel einwirken kénnen. 

Es sei hier nochmals (vgl. S. 218) hervorgehoben, daB die 
hinsichtlich des CarotineinfluBes untersuchten Ratten sich alle in 
Wachstumsstadium (Kérpergewicht 60—100 g) befanden, wo also 
das Gesamtkérpergewicht bei Carotinzugabe tiglich um etwa 1 ¢ 
zunimmt. Es liegt dann nahe, Steigerung des Puringehaltes und 
Erhéhung der Wachstumsgeschwindigkeit in der Weise in Zu- 
sammenhang zu setzen, daB die erhéhte Purinbildung das Anzeichen 
einer vermehrten Nucleinsiurebildung?) und Kernbildung ist, welche 
ibrerseits eine gesteigerte Zellteilung bedingt. Dies ist vorliufig 
eine Arbeitshypothese; wir wollen versuchen, die durch Carotin- 
iiberschuB gesteigerte Neubildung von Kernen und Zellen histo- 
logisch zu verfolgen. 

Auffallend ist, daB der Carotinmangel der Nahrung an den 
Purin-N-Werten der Leber verhiltnismiBig wenig zutage tritt. 
Man kénnte annehmen, daf Purine in zwei verschiedene Zell- 
bestandteile eingehen, von welchen einer vom Vitamin A und 
Carotin nicht beeinfluBt wird. 

Einen erheblichen Einflu8 auf den Puringehalt mancher Organe 
wie z. B. der Leber, scheint das Alter auszuiiben. Embryonale 
Leber erwies sich purinreicher als die Leber eines ausgewachsenen 
Tieres, wie aus Tab. 3 (S. 219) ersichtlich ist. In diesem Fall sind 
keine Carotinbestimmungen gemacht worden. Im allgemeinen hat 
sich gezeigt, daB der Carotin- und Vitamin A-Gehalt der Organe 
bei héheren Tieren, z. B. beim Rind mit steigendem Alter ab- 
nimmt. Méglicherweise steht damit die Verminderung des Purin- 
gehaltes in Zusammenhang. 

Die Uterusschleimhaut wurde als Typus eines schnell wachsen- 





') Unter den Purinbasen und Purinderivaten sind Adeninabkémmlinge 
durch besondere biologische Wirkungen auf Blutdruck usw. nachweisbar 
(vgl. Drury u. Szent-Gyérgyi, J. of Physiol. 68, 313 (1930); S: Gard, 
Diese Z. 196, 65 (1931); G. Schmidt, Diese Z. 179, 243 (1928). Auch die 
Co-Zymase ist (Euler u. Myrbaick 1928—31) ein Adenosylderivat. In einer 
Versuchsreihe, die wir Herrn Assistenten Henry Larsson verdanken, 
wurde gepriift, ob etwa der Co-Zymasegehalt der Rattenmuskel durch Carotin- 
zusatz zur Nahrung gesteigert wird. Ein solcher Effekt hat sich aber bis 
jetzt nicht ergeben. 
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den Gewebes untersucht, und zwar handelte es sich in beiden 
Versuchsreihen um die auferordentlich stark entwickelten Schleim- 
hiute, welche bei Kaninchen nach Einspritzung von Follikulin 
entstehen. Es war jedesmal ein Kaninchen 14 Tage lang (10,—23.11.) 
carotinfrei (nur mit Hafer und kleinem Zusatz von Weifkohl) und 
ein anderes Tier mit gemischter Kost (Mohrriiben, WeiSkohl und 
Hafer) ernthrt worden. 14 Tage nach der Injektion wurden die 
Tiere getétet. 

Herr Professor B. Zondek hatte die Freundlichkeit gehabt, 
die Injektion der Kaninchen mit 1530 ME-Follikulin vorzunehmen. 
Die histologische Untersuchung ergab, daB die Uterusschleimhaut 
der mit Carotinzusatzen ernihrten Kaninchen eine verhiltnismifig 
so geringe Vermehrung der Kernzahl zeigte, daB dies fiir den 
Puringehalt der Schleimhaut keine Rolle spielt. 

AuBer der Uterusschleimhaut, von der 0,2—0,6 g verwendet 
wurden, wurden die Lebern auf ihren Carotin- und Vitamin A- 
Gehalt untersucht.) (H. Hellstrém). 

Kaninchen 181 (carotinfrei ernihrt). In der Leber labt sich Vitamin A 
nachweisen und auBerdem zeigen sich zwei scharfe aber schwache Absorp- 
tionsbanden bei 294 und 298 mu. Im sichtbaren Spektrum schwache Ab- 
sorptionsbande mit Maximum bei 454 und 485 mu (Carotin). 

Kaninchen 182 (carotinreich erniihrt). Absorptionsbande ebenfalls bei 
294 und 298 mu. Schwache Absorptionsbanden bei 451 und 482 mu (Carotin). 

Kaninchenleber 182 

Kaninchenleber 181 

Die letzten Zahlen zeigen, daB auch das 14 Tage carotinfrei erndhrte 
Kaninchen noch erhebliche Vitamin A-Reserven besaB. 

Unterschiede im Puringehalt kamen jedenfalls in den Uterus- 
schleimhiuten der Kaninchen nicht zum Vorschein. Die Gesamt- 
entwicklung der Schleimhaut bei A-reich ernihrten Tieren geht 
sicher nicht rascher oder linger als die Entwicklung der A-armen 
Kaninchen. Ob umgekehrt tatsichlich durch A-arme Ernahrung - 
der Aufbau der Uterusschleimhaut geférdert wird, wie wir ge- 
legentlich fanden, miissen weitere Versuche zeigen. 


‘Tumoren. Der EinfiuB der Nahrung und besonders der 





Vitamin A-Verhiltnis 1,6. Carotinverhiiltnis 2. 


1) Die Leberextrakte wurden immer in der Weise hergestellt, daB nach 
erschépfender Behandlung der zerkleinerten Leber mit Natriumsulfat und 
Ather eingedunstet wurde, hiernach der Riickstand verseift, mit Ather aus- 
geschiittelt, Ather abgedunstet, Riickstand in Alkohol gelést; Sterine nicht 
vollstiindig entfernt. 


Kaninchen 181 Lebergewicht 54,5 g. Kaninchen 182 Lebergewicht 60 g. 
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Vitamine auf den menschlichen Krebs und auf Impfgeschwiilste 
bei Ratten ist schon mehrfach untersucht und besprochen worden. 


Es kann natiirlich nicht im Rahmen dieser Mitteilung liegen, den Ein- 
flu8 verschiedener Diiten auf die Entwicklung von Tumoren zu referieren. 
Was den EinfluB der Nahrung auf den menschlichen Krebs betrifit, so gehen 
die Ergebnisse und Ansichten dariiber weit auseinander. Im allgemeinen 
diirfte nunmehr die Erfahrung dahin gehen’), daB reichliche Vitaminzufuhr 
die Entwicklung der Carcinome férdert, also in der Diit , vermieden 
werden soll. 

Ludwig’) konnte bei vitaminfrei ernihrten Miusen kein Impfearcinom 
erzeugen. Die fiir die Verhinderung der Tumorenentwicklung giinstigste Zeit 
der vitaminfreien Ernihrung erstreckte sich vom 12. Tage vor der Impfung 
bis zum 12. Tage nach der Impfung. Es handelt sich offenbar hier um eine 
gemischte Avitaminose mit unvollkommener Ernéhrung. 

Bei Implantationsversuchen mit Ratten hat Caspari*) Anregungen 
von Tumoren durch Vitamin D (Vigantol) beobachtet. Ferner glaubt Cas pari‘) 
einen gewissen Einflu8 des Vitamins B, gefunden zu haben. Allerdings war 
die Entwicklung der Geschwiilste durch Zusatz eines Vitamin B,-Priiparates 
(Priparat von Jansen: 20—50 y per Tag und Versuchstier) viel geringer, 
als bei der Fiitterung mit der gemischten Kontrollkost. Es ist dies wohl 
verstindlich, da ja bekanntlich B, auch bei Zusatz von Vitamin A oder 
Carotin kein geniigender wasserléslicher Wachstumsfaktor ist, sondern noch 
des Zusatzes von B, und wenigstens noch eines weiteren B-Faktors bedarf. 

Mit Vitamin A oder Carotin hat der genannte Autor keine bemerkens- 
werten Versuche angestellt. Mit Butter fand er keine Wachstumswirkung, 
was er auf die hemmende Wirkung von Fetten zuriickfihrt. 


Bei unseren wenigen Versuchen iiber die Entwicklung von 
implantierten Jensensarkomen bei Ratten zeigt sich ein erhdéhtes 
mittleres Tumorgewicht bei denjenigen Tieren, welche wihrend 
der Tumorentwicklung mit vitaminhaltiger Kost ernihrt worden 
sind, im Gegensatz zu denen, welche eine A-freie Kost erhielten. 
Natiirlich sind die aus unseren Versuchen erhaltenen Mittelwerte 
an sich noch keineswegs als feststehend anzusehen, und miissen 
noch durch ein viel gréBeres Versuchsmaterial gestiitzt werden.°) 





1!) Vgl. z. B. Roffo, Z. Krebsforschg. 38, 369 (1933). Gordon, ebenda 
38, 398 (1933). 

*) Z. Krebsforschg. 28, 2 (1926). 

*) Z. Krebsforschg. 38, 351 (1933). 

*) Ders. ebenda S. 361. 

®) DaB der als Provitamin A wirksame Wachstumsstoff Carotin auch 
die Entwicklungsgeschwindigkeit von Tumoren beschleunigt, kann als nor- 
male Vitamin A-Wirkung betrachtet werden. Unter der nunmebhr vielfach 
verlassenen Annahme, da8 ein virusartiger Stoff zur Entwicklung der Jensen- 
sarkome notwendig ist, wire es auffallend, da8 Vitamin A bzw. Carotin hier 
keine Antiinfektionswirkung auslésen. [Vgl. hierzu Cramer, Brit. J. exper. 
Path. 7 (1926).] 





f= gu  —eee gen 
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: In den beiden Serien, die unter sich vergleichbare Werte 
' enthalten, betrug nach gleicher Entwicklungszeit (8 Wochen) das 
Verhiltnis der Tumorgewichte: 


Tumorgewicht carotinreich : Tumorgewicht carotinarm. 
Serie I... . 2,7:14=2 
» Bin us Ceenwe 


Beziiglich der Entwicklung von Impftumoren bei vitaminarm 
und vitaminreich erndhrten Ratten sei auf Versuche von Frankel 
und Geréb') verwiesen, welche Wachstumsférderung von Impf- 
tumoren bei hypervitaminotischer Kost fanden. Es handelt sich 
hier wie bei den meisten dlteren Versuchen um gemischte Hyper- 
vitaminosen. 

Abgesehen vom EinfluB des Carotins und Vitamins A auf den 
Puringehalt ist der Puringehalt der verschiedenen Gewebe und 
Organe auch in anderer Hinsicht bemerkenswert. 

Es sei zunichst hingewiesen auf den hohen Wert des Purin- 
stickstoffes im Jensensarkom iiberhaupt. Vergleicht man den Mittel- 
wert 6,5 aller unserer 11 Bestimmungen mit dem Mittelwert 2,25 
an Rattenmuskeln, so ergibt sich beinahe eine Verdreifachung des 
relativen Purinstickstoffes, wihrend der Gesamt-N-Gehalt im Normal- 
muskelgewebe und im Jensensarkom annihernd der gleiche ist. 
Dieses Ergebnis ist verstandlich auf Grund der relativen Kern- 
armut des Muskels, und des Kernreichtums der Sarkome. Ein 
Vergleich mit Milz, welche ebenfalls sehr kernreich ist, zeigt, dab 
dieses Organ und Jensensarkom annihernd den gleichen Purin- 
gehalt besitzen. 

Der hohe Puringehalt der Jensensarkome legte die Frage 
nahe, ob das Sarkom die Purine dem umgebenden Gewebe ent- 
nimmt. Deswegen sind die folgenden Zahlen, die an Muskel aus 
der Umgebung der Sarkome gewonnen worden sind, nicht ohne 
Interesse. 

Purin-N: 0,056, 0,654 °/, Gesamt-N: 5,1, 4,3°/, Purin-N/Ges.-N: 1,1, 1,3°/, 

Die Werte der letzten Spalte sind deutlich geringer als die 
Muskelwerte der Tab. 2. 

AuBer Jensensarkomen haben wir auch einige Roussarkome’”) 
untersucht; wir verdanken ein Priparat Herrn Prof. Dr. A. Fischer 

1) Z. Krebsforschg. 38, 524 (1933); 39, 93 (1933). (Vgl. auch Caspari 
u. Ottensooser, Z. Krebsforschg. 30, 1 (1930). 

*) Uber die Biochemie des Roussarkoms der Hiihner verdankt man 


V. Mordvek eine Reihe eingehender Untersuchungen [Z. Krebsforschg. 32 
bis 88 (1980—1932)). 
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in Kopenhagen; die Einimpfung hat Herr Prof. B. Zondek giitigg; 
iibernommen. 

Roussarkome werden allgemein als echte, maligne Tumoren, 
Analoge der Carcinome betrachtet. 

Aus dem gleichen Impfmaterial haben sich bei Hihnem 


innerhalb 21 Tagen Sarkome kriftig entwickelt. In der folgenden. 


Tabelle sind neben den Sarkomgewichten die Werte fiir Purin-\ 
und Gesamt-N verzeichnet. 




















Sarkomgewicht ite ta Gesamt-N{ Purin-N-100 
lo “le Gesamt-N 
1,8 0,083 1,71 4,8 
1,5 0,091 1,46 6,3 
1,5 0,078 1,30 5,6 
2,6 ho 1,40 — 











Der Mittelwert fiir 100-Purin-N:Gesamt-N = 5,6 liegt etwas 
unterhalb derjenigen der Jensensarkome. Dies kann auf Ungleich- 
heit der Nahrung und vielen anderen Hinfliissen beruhen und 
kann einstweilen noch nicht als charakteristisch angesehen werden. 

Fir die Leber aus einem mit Roussarkom geimpften Huhn 
fanden wir 100- Purin-N : Gesamt-N = 5,2. 

Es erschien uns von grobem Interesse, den Puringehalt auch 
an menschlichen Carcinomen festzustellen, und zwar zuniichst an 
deutlich abgegrenzten Metastasen. Bei der Schwierigkeit, geeig- 
netes Operationsmaterial zu erhalten, haben wir uns entschlossen, 
méglichst frisches Sektionsmaterial zu benutzen. Hier ist aller- 
dings immer mit den durch die Autolyse eintretenden Verinde- 
rungen zu rechnen, also in erster Linie mit dem Verlust des 
Aminostickstoffes aus den Aminopurinen. Der Aminostickstofi 
der Nucleinsiuren macht aber nicht mehr als 20°/, des gesamten 
Purinstickstoffes aus, und es kann daher — unter Hinfihrung 
einer Korrektion wegen des abgespaltenen Aminostickstoffes — 
auch in Carcinomen, die etwa 24 Stunden nach eingetretenem Tod 
entnommen sind, der Puringehalt noch bestimmt werden. 

An einem Lungencarcinom eines 71 jihrigen Mannes (Sektions- 
material), welches wir Herrn Prof. Folke Henschen, Stockholm, 
verdanken, fanden wir folgende Werte: 








Nr. Purin-N | Gesamt-N Purin-N 
“lo dP Gesamt-N 











0,118 3,20 3,70 
0,119 2,87 4,16 
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Das Verhialtnis 100-Purin-N : Gesamt-N ist hier geringer als 
bei dem Jensensarkom, méglicherweise veranlaBt durch den Reich- 
tum der untersuchten Proben an Bindegeweben. 

Auf die Verschiedenheit des Kerngehaltes ist vermutlich auch 
der Unterschied zwischen den an Leber einer ausgewachsenen 
Ratte und von Rattenembryonen erhaltenen Purin-N-Werten zu- 
riickzufiihren. Hier liegen die Zahlen fiir Purin-N:Gesamt-N bei 
Embryonen etwa 20°/, héher als bei ausgewachsenen Tieren. 

Auffallende Variationen haben wir an Nieren gefunden, wo 
wie die Tabelle zeigt, so niedere Werte wie 1,8 bei moribunden 
Tieren gegentiber 5,12 bei einem normalen Tier vorkommen. Ver- 
mutlich sind diese starken Variationen den Verschiedenheiten 
zwischen der gemischten, normalen Kost und der Vitamin-A-freien 
Grundkost zuzuschreiben, welche gerade bei der Niere besonders 
stark zum Ausdruck kommen miissen. | 

Embryonale Gewebe zeigen mit pathologisch wachsenden 
Geweben (Carcinomen, Sarkomen) auch insofern Analogien, als in 
beiden bekanntlich auch die anaerobe Milchsiurebildung stark 
hervortritt. Die Beziehung zwischen Kernreichtum und anaerober 
Glykolyse soll quantitativ niher studiert werden. 

Beziehungen zwischen Neubildung von Zellen und Puringehalt 
haben wir in einigen orientierenden Versuchen an Hefe gesucht. 
Wir haben zunichst Oberhefe verwendet, welche in 3°/, iger Rohr- 
zuckerlésung bei 30° girte (3 g frische Hefe suspendiert in 100 ccm 
Lésung). Nach den Giarzeiten 0, 180 und 360 Minuten wurden 
folgende Werte!) gefunden: 








Gdrungszeit | Gesamt-N | Purin-N | Purin-N-100 
Min. , °, Gesamt-N 


























0 2,17 0,178 8,2 
180 1,86 0,175 9,4 
360 1,89 0,159 8,5 


Wie ersichtlich, sind hier die Anderungen der in der letzten 
Spalte verzeichneten Werte nicht erheblich gewesen. Bei friiheren 
Versuchen iiber Amino-N und Peptid-N der Hefe wihrend der 
Garung fanden Euler und Fink ebenfalls nur geringe Variationen 
(Diese Z. 157, 222 (1926). 


') Frithere Bestimmungen von Purin-N in Hefen haben wir in der 
Literatur nicht gefunden. Stutzer gibt fiir eine Bierhefe einen Nuclein- 
siuregehalt von 26,1°/, an. 
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Das Verhiltnis 100. Purin-N : Gesamt-N etwa 8,5 ist in der Hefe, 
entsprechend ihrem hohen Gehalt an Nucleinsiuren, sebr hoch, 

In einer zweiten Versuchsreihe mit Oberhefe wurde durch 
Stickstoffmahrung in der Nahrlisung die Zellenvermehrung stark 
gesteigert und dadurch die relative Zahl junger Zellen vermehrt. 
In dieser Versuchsreihe wurden folgende Werte ermittelt (korri- 
giert wegen des N-Gehaltes der Nihrlésung): 

















Girungszeit | Gesamt-N | Purin-N | Purin-N-100 
Min. "l ol, Gesamt-N 
0 2,1 0,163 1,8 
360 1,9 0,157 8,3 











Die Zahlen deuten auf eine Zunahme des Verhiltnisses 
Purin-N zu Gesamt-N waihrend der Girung hin; weitere Verstiche 
sind aber notwendig. 


Zusammenfassung. 


In einer Reihe von Organen und Geweben wird nach der 
von Gerh. Schmidt angegebenen Methode der Purinstickstoff unter- 
sucht und das Verhiltnis Purin-N:Gesamt-N festgestellt. 

1. Besonders hohe Werte des Quotienten Purin-N : Gesamt-N 
zeigen die zellreichen bzw. kernreichen Organe, wie z. B. Milz. 

2. Milz, Leber, Niere und Muskel von Carotin bzw. Vitamin A- 
frei gefiitterten Ratten ergaben einen rund 15°/, geringeren Purin- 
gehalt als die gleichen Organe der mit Carotin- bzw. Vitamin A- 
haltiger Normalkost gefiitterten Ratten. 

3. Sehr deutlich ist der Einflu8 der Vitamin A-Zufuhr auch 
auf die Entwicklung und den Puringehalt der Jensensarkome, 
welche als Beispiele schnell wachsender kernreicher Gewebe unter- 
sucht wurden. Immerhin kénnen wohl andere LEinfliisse, wie 
z. B. das Alter der Tiere oder reaktive Bindegewebsvermehrung 
zuweilen den KinfluB der A-Zufuhr verdecken. 

4, Embryonale Organe ergaben im Vergleich zu Alteren 
Organen einen bedeutend héheren Puringehalt, entsprechend den 
stark beschleunigten Aufbauvorgiingen, welche als die Folge der 
hohen Kernzahl anzusehen ist. 


Herrn Med. Dr. O. P:son Reuterwall, Radiumhemmet, Stockholm, 
danken wir bestens fiir freundliche Hilfe durch Implantation der Jensen- 
Sarkome. 
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Uber die Fahigkeit von Gewebe, Ascorbinsiure zu fixieren 
(im Normalzustand und in Avitaminose C). 


Von 


L. De Caro. 


(Aus dem biologischen Forschungslaboratorium der 8. A. Carlo Erba, Mailand.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Januar 1934.) 


I. 


Die Anwendung des bekannten Indicators fiir Oxydoreduktionen, des 
2,6-Dichlorphenolindophenols durch Tillmans und seine Mitarbeiter?) zur 
Bestimmung des Reduktionswertes (und Gehaltes an Vitamin C) von pflanz- 
lichem und tierischem Gewebe, hat innerhalb kurzer Zeit, nach einigen Ab- 
iinderungen der Originalmethode, unsere Kenntnisse tiber Verteilung und quanti- 
tative Anderungen des Gehaltes an Ascorbinsiure (Vitamin C) in verschiedenen 
tierischen Geweben unter verschiedenen experimentellen Bedingungen vertieft. 

Die Untersuchungen von H. von Euler und Klussmann’), Harris 
und Ray’), Zilva‘),Svirbely und Szent-Gyérgyi), Svirbely, Wolf, 
van Eckelen und Emmerie’), Bisch und Dann‘), Huszak’*), H. von 
Euler und Martius’), Bessey und King") fihren zu dem Ergebnis, 
da8 im allgemeinen der héchste Gehalt an Ascorbinsiure in der Neben- 
niere anzutreffen ist (Rinde und Gesamtdriise); daB sowohl in diesem als 
auch in den anderen Geweben der Gehalt an Ascorbinsiure wihrend der 
Avitaminose C bemerkenswert abnimmt; dab der Reduktionswert des Ge- 
webes gewisser Tiere, wie der Ratte und des Kaninchens, bemerkenswert 
héher ist als der beim Meerschweinchen beobachtete, und da8 dieser nicht 
abnimmt, auch wenn der Diidt Vitamin C fehlt. 

Letztere Tatsache entspricht dem seit einiger Zeit mit rein biologischer 
Methode erhaltenen Befund, daB es fast unmédglich ist, bei diesen (und 
auch noch anderen) Tieren vollstindige Avitaminose herbeizufiihren. 


Da die Avitaminose C beim Meerschweinchen parallel geht 


mit einer zunehmenden starken Verminderung des Reduktions- 
wertes der Gewebe, schien es mir von Interesse zu untersuchen, 


') Zitiert von L. I. Harris, Annual Rev. Bioch. 2, 263 (1933), 
*) Diese Z. 217, 167; 219, 215 (1938). 
3) Biochemic. J. 26, 2067 (1982); 27, 303 (1933). 


*) Biochemic. J. 26, 2182 (1932). 5) Biochemic. J. 27, 279 (19383). 
*) Biochemic. J. 27, 960 (1933). ’) Zitiert von Euler. 
®) Nature 131, 469 (1938). % Diese Z. 219, 275 (1933). 


1°) Diese Z. 222, 65 (1933). ") J. of biol. Chem. 103, 687 (1933). 
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inwieweit dieser Wert durch Eingabe von Ascorbinsiure, sowohl 
beim normalen als bei dem in Avitaminose befindlichen Tier, 
beeinflubt werden kann, d. h. wie die Fahigkeit der Gewebe, Ascorbin- 
siure zu fixieren durch den Grad der Avitaminose geindert wird, 
EKinige Beobachtungen iiber Variationen des Reduktionswertes 
der Nebenniere bei normalen Tieren infolge von Ascorbinsiure- 
injektionen sind von v. Euler (a. a. O.) mitgeteilt worden. 


II. Technik. 


Fiir die Versuche wurden weibliche Meerschweinchen verwandt mit 
dem Anfangsgewicht von 280—300 g. 

Die Avitaminose C-Diit bestand aus 59°/, Hafer und Kornkleie zu 
gleichen Teilen, 30°/, Trockenmilch (Galapan) entfettet und 1 Stunde auf 
110° erhitzt, 10°/, Milchfett, 1°/, Kochsalz. Die Ascorbinsiure, yon Herrn 
Dr. Bachstez') aus ,,peperoni“ (Capsicum annuum), Varietiit von Voghera, 
isoliert, hatte genau den Schmelzp. 192° und erwies sich bei der Titration 
mit Jod als 95,5 °/, ig. ) 

Die Ascorbinsiure wurde intravenés (Kehlvene) injiziert, und zwar 
jeweils 25 mg. Die systematisch gepriiften Gewebe waren: Nebenniere, 
Eierstock, Leber, Niere, Skelettmuskel und Blut. Manchmal wurde auch 
der Reduktionswert des Harns bestimmt. 

Der Reduktionswert wurde bestimmt mit einer etwa 0,001 n-Lésung 
von 2,6-Dichlorphenolindophenol, die jedesmal fiir die im Laufe eines Tages 
vorgenommenen Priifungen frisch bereitet und mit Ascorbinsiure eingestellt 
wurde. Diese wiederum war gegen 0,01 n-Jodlésung eingestellt. 

Das vom Tier abgeléste Gewebe wurde sofort mit einer bestimmten 
Menge 2,5°/, iger Trichloressigsiiure bedeckt und gewogen; dann wurde es 
mit Quarzsand verrieben und auf dem Filter mit dem Rest 2,5°/, iger Tri- 
chloressigsiiure und dann mehrmals mit 1°/, iger Lésung extrahiert, bis die 
Konzentration der abfiltrierten Gesamtlésung 1,5—1,7°/, betrug. In aihnlicher 
Weise, jedoch ohne Behandlung mit Quarzsand, wurden Blut und Harn 
verarbeitet. 

SchlieBlich wurde das Filtrat bis zum Bestehenbleiben der Rotfirbung 
titriert. (Wenn eine schwache Rosafirbung erreicht ist, werden noch einige 
Tropfen zugefiigt, bis ein deutlicher Ubergang von Rosa nach Rot eintritt.) 


III. Versuche. 


In der Tab.I sind die Reduktionswerte angegeben, ausgedriickt 
in Milligramm Ascorbinsiure, pro Gramm Gewebe und pro Kubik- 
zentimeter Blut, bei normalen, unbehandelten Meerschweinchen 
und solchen, denen 25 mg Ascorbinsiure intravenés injiziert worden 





’) Giorn. di Chim. Ind. e Appl. 510, Oktober 1933. 

2) Uber die biologische Priifung der Substanz und ihre antiscorbutische 
Wirkung berichtet eine im Druck befindliche Arbeit (De Caro, Minerva 
Medica 1934). 
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war; das Gewebe war nach 65—80 Sekunden, 15 Minuten, 
30 Minuten und 1 Stunde vom Ende der Injektion ab ge- 
rechnet entnommen worden. Jede Ziffernserie entspricht einem 
Versuch, d.h. einem Tier. Aus diesen Daten ergibt sich, daB 
das Gewebe von Meerschweinchen im Normalzustande Ascorbin- 
siure in ziemlicher Menge in einem Intervall von 65 Sekunden 
bis 15 Minuten nach der Injektion zu fixieren vermag. Nach 
1 Stunde kehrt der Gehalt an Ascorbinsaiure praktisch zur Norm 
muriick. 


Tabelle L. 








mg Ascorbinsiure pro g frisches Gewebe 


d 
Behandlung und pro ccm 





niere | stock | muskel | 


Meerschweinchen, normal 1,40 | 0,51 | 0,82 | 0,15 | 0,03 | 0,01 
" y 1,30 0,40 | 0,47 | 0,19 | 0,04 | 0,02 


Mittel | 1,35 | 0,45 | 0,39 | 0,17 | 0,03 | 0,01 























Meerschweinchen, normal 
+25 mg Ascorbinsiure 
nach 65—80 Sek. 


Mittel 


| 0,64 | 0,89 | 0,72 | 0,12 | 0,07 
1,80 | 0,80 | 0,47 | 0,44 | 0,08 | 0,15 
j 





0,72 | 0,48 | 0,58 | 0,10 | 0,11 


Meerschweinchen, normal 
+ 25 mg Ascorbinsiure 


2,56 | 0,68 | 0,21 | 0,45 | 0,06 | 0,07 
nach 15 Min. 





Meerschweinchen, normal 
+ 25 mg Ascorbinsiure 
nach 30 Min. 








| 
| 
Mittel | 1,39 | 0,49 | 0,42 | 0,43 | 0,06 | 0,06 


Meerschweinchen, normal 
+ 25 mg Ascorbinsiéure 
nach 1 Stunde 


Mittel 


1,40 | 0,46 | 0,50 | 0,21 | 0,04 | 0,02 
0,45 | 0,66 | 0,23 | 0,05 | 0,02 





| 
| 
| 
E 
Mittel | 1,82 | 0,74 | 0,31 0,60 a 0,10 
| 
| 
Ek 
| 


1,31 | 0,45 | 0,58 | 0,22 | 0,04 | 0,02 


Die relativ gréBte Zunahme wurde, wie zu erwarten war, 
im Blute gefunden, bis zum 10 fachen Werte des normalen; dann 
folgen die Niere mit dem etwa 4fachen des normalen Wertes, 
die Skelettmuskeln mit der Verdreifachung des Normalwertes, 
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Kierstécke und Nebenniere mit einer Zunahme von etwas wenige 
als 1/, bzw. etwas mehr als '/, des Normalwertes. Die Leber 
bleibt praktisch unverindert bis zu 1/, Stunde, nach 1 Stunde 
zeigt auch sie deutliche Zunahme. 

In Tab. II sind die Werte fiir die gleichen Gewebe yon 
Meerschweinchen in Avitaminose C wiedergegeben, vor und nach 
(15 Minuten nach Ende) intrayenésen Injektionen von 25 me 
Ascorbinsiure. Diese Versuche bestitigen vor allem den all 
gemeinen Riickgang im Ascorbinsiuregehalt des Gewebes im Ver- 
hiltnis zum Avitaminosegrad; mit Ausnahme der Eiersticke, die 
mehr als andere Gewebe, auch nach 24 Tagen Avitaminosediit, 
einem Verlust an Ascorbinséure widerstehen. Die Konzentration 
im Blut bleibt unverandert. 


Tabelle IL. 


., “= ea ee 


en test Ah tt 


= 7 








mg Ascorbinsiure pro g frisches Gewebe 
und pro ccm 


+ Aten a — an 























Behandlung 
Neben- | Ejier- 1 Skelett- 
niere | stock Leber | Niere | uskel| Blut 
“aware - | 
Normal, Mittel ..... 1,35 E- 0,45 | 0,39 | 0,17 | 0,04 | 0,01 
Avitaminose,1Tag... . 1,00 | 0,40 | 0,16 | 0,08 | 0,02 | 0,01 : 
1 ,, +25mg | 1,30 _ 0,25 | 0,69 | 0,06 | 0,11 : 
Ascorbins., nach 15 Min. | | | | ) 
Avitaminose,2 Tage .. . 0,87 | 0,24 | 0,15 | 0,06 | 0,02 | 0,01 
2 ,, +25mg | 0,95 | 0,52 | 0,31 | 0,85 | 0,06 | 0,11 


Ascorbins., nach 15 Min. 


Aivtbianbanen, 4Tage... 0,65 
4 , +25mg | 0,81 

Ascorbins., nach 15 Min. 

Aviemdanen, oo 0,10 
7 4 +25mg 0,36 

Ascorbins., nach 15 Min. 

Avitaminose, 15Tage i 0,04 | 0,16 | 0,02 | 0,01 0,01 | 0,01 
15 ,, +25mg | 0,18 | 0,32 | 0,12 | 0,50 | 0,04 | 0,09 

Ascorbins., nach 15 Min. 

Avitaminose,24Tage.. . 0,04 | 0,23 | 0,02 | 0,01 0,01 | 0,01 
24 ,, +25mg | 0,14 | 0,20 | 0,18 | 0,45 | 0,04 | 0,16 

Ascorbins., nach 15 Min. 

Avitam., 15 "Tage + 25mg | 0,21 | 0,32 | 0,89 | 0,11 | 0,01 | 0,01 
Ascorbins., nach 1 Std. 

Avitam., 21 Tage + 25mg | 0,19 | 0,25 | 0,81 | 0,05 | 0,02 | 0,01 
Ascorbins., nach 1 Std. 


0,22 | 0,11 | 0,04 | 0,02 | 0,02 
0,35 | 0,24 | 1,14 | 0,04 | 0,13 


0,19 | 0,06 | 0,03 | 0,02 | 0,02 
0,29 | 0,20 | 0,58 | 0,05 | 0,08 























Was das Verhalten nach der Injektion der Ascorbinsiure 
anbetrifft, so ist folgendes zu bemerken. Blut und Niere be- 





ure 











Meerschweinchen |seit_ 1524 Tagen Meerschweinchen 
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halten ihren, im Vergleich zur Norm hohen Reduktionswert, 
ersteres, weil Ort der Injektion, letztere, weil Vitamin secernieren- 
des Organ ist. Ebenso widerstehen Leber, Kierstécke und Neben- 
nieren linger der Riickkehr zur Norm, auch wenn die behandelten 
Tiere erst 4 Tage bei Avitaminosediit gehalten worden waren, 
wihrend die Skelettmuskeln leicht den Normalwert erreichen, 
auch wenn das Meerschweinchen schon viele Tage in Avitaminose 
lebte. Obiger Abstand von der Norm ist um so deutlicher, je 
héher der Grad an Avitaminose ist. 


Es scheint vorlaufig schwierig, fiir diese Erscheinungen eine 
zufriedenstellende Erklirung zu geben. 


Zieht man die Beobachtungen von Emmerich und Mit- 
arbeiter’) in Betracht, daB Vitamin C im Blut in vivo teilweise 
sich in die oxydierte Form umwandelt (reversibel), und nimmt 
man an, daB obige Umwandlung im Verhiltnis zum Avitaminose- 
grad zunimmt, so kann man die unvollstindige Riickkehr zu den 
Normalwerten nach der Injektion nicht nur durch diese Um- 
wandlung erkliren. Findet man doch im Blute der Tiere 
(15 Minuten nach der Injektion getétet) einen 6—10 mal hodheren 
Gehalt pro Kubikzentimeter an (mit dem Indicator titrierbarer) 
Ascorbinsiure als im Blute normaler Tiere. Dieser Wert ist 
praktisch gleich dem bei normalen Tieren nach der Injektion 
von 25 mg Ascorbinséure beobachteten; andererseits findet man 
im Harn (ausgeschiedene plus in der Blase befindliche Menge) 
der Tiere 1 Stunde nach der Injektion eine nicht zu vernach- 
lissigende Menge Ascorbinsiure, die aber jedenfalls bei den in 
Avitaminose befindlichen Meerschweinchen geringer ist. 


Tabelle IIL. 











mg Ascorbinsiure im Harn mg Ascorbinsiiure im Harn von 1 Std. 
von 24 Stunden nach Injektion v. 25 mg Ascorbinsiure 
— oe Meerschweinchen — | Meerschweinchen 


in Avitaminose C | in Avitaminose C 


| seit 15—21 Tagen 


| 








| 
2,82 0,67 12,58 | 7,27 
1,50 0,30 13,15 | 4,21 
5,25 0,17 ~— | 8,70 








4,52 0,26 


1) Zitiert von Bessey und King. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXIII, 
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AuBerdem ist zu bemerken, da8 Gewebebrei von normalen 
und Avitaminose-C-Meerschweinchen in Beriihrung mit titrierten 
Ascorbinsaurelésungen sich fast gleich verhalt, und zwar werden 
kleine Mengen Ascorbinsiure zerstért, wie sich aus der Tab. IV 
ergibt, deren Werte mit dem kleinen Fehler behaftet sind, der sich 
aus den Filtrationsverlusten und dem Ascorbinséuregehalt des 
Gewebes selbst ergeben. Zweifellos wird in vivo die Fiahigkeit 
des Gewebes, Ascorbinsaéure zu zerstéren, komplexer Natur und 
quantitativ verschieden sein; indessen erlaubt obiger Versuch die 
Annahme, daB in dieser Hinsicht keine grundsi&tzlichen Unter- 
schiede zwischen normalem und Avitaminose C-Gewebe bestehen. 


Tabelle IV. 








Meerschweinchen in Avita- 


Meerschweinchen, normal minose C seit 18—20 Tagen 





Gewebe Gewicht | mg Ascorbinsiure | Gewicht | mg Ascorbinsiure 


6 zu- | 8 zu- ‘ 
oder cem gegeben | gefunden | oder ccm gegeben gefunden 


























Gewebebrei + Ascorbinsiurelésung in Wasser nach 1 Stunde bei 18°. 


Leber. .- . | 2,259 | 18,48 | 18,36 2,500 | 19,36 | 19,50 
Skelettmuskel | 1,934 | 18,48 | 18,23 1,759 | 19,36 | 19,60 
Niere. ..-| 2,152 | 1848 | 17,80 2,238 | 19,36 | 19,60 
Nebenniere . 0,118 3,97 | 4,10 0,322 3,87 4,50 
Eierstock . . | 0,134 397 | 4,10 0,079 | 3,87 4,40 
Blut .... | 2,00 397 | 3,88 2,00 3.87 3,90 

















Gewebebrei + Ascorbinsiiurelisung in 4 Teilen Ringer + 1 Teil 
Phosphat m/15, py = 7,4. Nach 1 Stunde bei 37°. 


Leber. . . . | 3,25 20,68 | 20,29 3,171 | 22,44 | 20,50 
Skelettmuskel | 2,177 | 20,68 | 19,65 2,454 | 2244 | 20,90 
Niere. ...| 2,448 | 20,68 | 20,61 2,754 | 22,44 | 20,60 
Nebenniere . 0,144 4,13 3,96 0,181 | 4,48 4,06 
Eierstock . . | 0,096 4,13 4,01 0,115 | 4,48 4,04 
Blut ....] 2,00 4,13 3.75 2,00 | 4,48 3,50 

















Zusammenfassend kann gesagt werden, die oben erwihnte 
unvolistindige Riickkehr zu normalen Reduktionswerten nach 
Injektion von Ascorbinsiure, die sich schon in den ersten Tagen 
der Avitaminose mit unerwarteter Deutlichkeit zeigt, und mit 
dem Fortschreiten der Erkrankung immer stirker hervortritt, 
kann, bis neue Untersuchungen ihr Wesen geklirt haben, an- 
gesehen werden als eine Unfihigkeit dieser Gewebe in Avita- 
minose Ascorbinsiure zu fixieren, wahrscheinlich infolge Stérung 
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* eines Regulationsmechanismus des Gewebes fiir seinen Gehalt an 
. Ascorbinsiiure. Die Existenz dieses Mechanismus ist wahrschein- 
\ lich gemacht durch das Verhalten normalen Gewebes gegeniiber 

_ der Injektion von Ascorbinsiure, d. h. durch die voriibergehende 
- Zunahme des Reduktionswertes, der innerhalb 1 Stunde zum 
' Normalwert zuriickkehrt. 


IV. Zusammenfassung. 


| Es wurde untersucht, inwieweit Gewebe (Nebenniere, Hier- 

stock, Leber, Niere, Skelettmuskel, Blut) Ascorbinsiure (intravenés 
_ injiziert in Dosen von 25 mg) fixiert, und zwar sowohl beim nor- 
malen als beim in Avitaminose C befindlichen Meerschweinchen. 


Beim normalen Tier nimmt im allgemeinen das Reduktions- 


' yvermégen sofort nach der Injektion zu, um innerhalb 1 Stunde 


_ mar Norm zuriickzukehren. 

; Bei dem in Avitaminose befindlichen Tier erweisen sich die 
_ untersuchten Gewebe proportional der zunehmenden Avitaminose 
_ deutlich als nicht fahig, Ascorbinséure zu fixieren, und zwar 


__ wenn sie auch eine gewisse Menge Ascorbinsaure fixieren, so er- 





' reichen sie doch nicht den normalen Vitamin-C-Spiegel. 





; 
j 
f 
y 
f 
| 
; 
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Anwendung der Bourquin-Sherman-Diat 
zur Bestimmung der Vitamine B, und B,,. 
Von 
Paul Gyérgy, F. W. van Klaveren, Richard Kuhn 
und Theodor Wagner-Jauregg. 


Mit 4 Figuren im Text. 


Aus der Kinderklinik der Universitat und dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, 
Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1934.) 


Die Vorstellung, daB das Vitamin B, ein gelber, griin fiuo- 
rescierender Flavinfarbstoff ist’), wurde zunichst auf indirektem 
Wege begriindet und stiitzte sich auf folgende Tatsachen: 

1. Die Verbreitung des Vitamins B, in der Natur stimmt mit 
derjenigen der Flavine auffallend iiberein. Bei der Reinigung 
findet sich das Vitamin stets in den farbstoffhaltigen Fraktionen. 
wihrend farblose Lésungen inaktiv sind. 2. Vitamin B, wird 
schon durch sichtbares Licht, nach AusschluB des Ultravioletts, 
zerstért. Diese Inaktivierung findet auch in sauren Lésungen, 
die keine Fluorescenz zeigen, statt. Die Annahme, da der Farb- 
stoff nur als Photosensibilisator fiir ein farbloses Vitamin B, wirkt, 
verliert dadurch an Wabhrscheinlichkeit. 3. Stellt man B,-Li- 
sungen z. B. aus Hefe unter Vermeidung des iiblichen Erhitzens 
dar, so erweist sich ein Teil als undialysierbar. Solche Lésungen 
enthalten ein gelbes Oxydationsferment?), in dem ein Flavinfarb- 
stoff an einen kolloiden Triger gebunden ist. 

Entgegen der Erwartung muften wir jedoch feststellen, daB die 
in krystallisiertem Zustande isolierten Farbstoffe Ovoflavin’*) und 
Lactoflavin‘) an B,-Ratten, welche die Grundkost von A. Bour- 





') R. Kuhn, P. Gyérgy u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 
66, 317 (1933). 

*) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 254, 488 (1932); Na- 
turw. 20, 980 (1932). 

*) R. Kuhn, P.Gyérgy u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 
66, 576 (1933). 

*) Dieselben, Ber. chem. Ges. 66, 1034 (1933); R. Kuhn u. Th. Wagner- 
Jauregg, Ber. chem. Ges, 66, 1577 (1933); R. Kuhn, H. Rudy u. Th. Wag: 
ner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 66, 1950 (1933); R. Kuhn u, Th. Wagner- 
Jauregg, Ber. chem. Ges. 67, 361 (1934). 
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quin und H.C. Sherman!) erhalten, keine Wachstumswirkung 
zeigen.”) Angesichts der indirekten Beweisgriinde, die wir einleitend 
angefihrt haben, lag der Verdacht nahe, dab die angegebene 
Grundkost nicht fiir Vitamin B, spezifisch ist, sondern 
daneben noch mindestens einen weiteren Nahrungserginzungsstoff 
in ungeniigender Menge enthialt, der sich in den rohen Farbstoff- 
lésungen neben B, findet, der aber im Verlaufe der Reinigungs- 
operationen verlorengeht. Die vorliegende Mitteilung’) erbringt 
den Beweis fiir die Richtigkeit dieses Verdachts und macht es 
wahrscheinlich, daB der fehlende Erginzungsstoff mit dem von 
V. Reader®) nachgewiesenen Vitamin B, identisch ist. Erst 
wenn man die Grundkost von A. Bourquin und H.C.Sherman 
durch Vitamin B,-Priparate ergiinzt, ist eine zuverlissige Be- 
stimmung des Vitamins B, méglich. Dadurch wird ein Anschlub 
an die Angaben von R. A. Peters‘) erzielt, wonach die von ihm 
dargestellten Konzentrate von B, +B, aus Hefe zur Herstellung 
einer Grundkost verwendet werden kénnen, die zur Priifung auf 
B, geeignet ist. Die Bourquin-Sherman-Diit ist als solche fiir 
die Bestimmung der einzelnen Vitamine der B-Gruppe nicht 
brauchbar. Aber durch entsprechende Erginzungen wird sie in 
doppelter Hinsicht verwendbar: Fir B,-Bestimmungen, wenn 
man B, zusetzt, und fiir B,-Bestimmungen, wenn man sie durch 
B,-freie B,-Lésungen erginzt. 

Die ersten Zusitze zur Grundkost von Bourquin-Sherman, 
die ,wir versuchten, waren Hefekochsafte, aus denen durch 
Adsorption an Fullererde in saurer Lésung die Flavine entfernt 
waren. Es ergab sich, daB solche Lésungen an sich vollig un- 
wirksam sind und die Tiere nach anfainglichem geringfiigigem Ge- 
wichtsanstieg viele Wochen lang gewichtskonstant bleiben (Fig. 1) 
Gibt man dann gereinigtes Lactoflavin, das allein ebenfalls 
vollkommen unwirksam ist, so setzt das Wachstum schlagartig 
ein (Fig. 1). Die wirksamen Adsorptionsriickstande lassen sich 
ersetzen durch B,-Lésungen, wie man sie durch Adsorption 
von gereinigten Hefekochsiften an Kohle und Elution mit salz- 
siurehaltigem Alkohol nach dem Verfahren von H. W. Kinners- 


1) Amer. chem. Soc. 53, 3501 (1931). 

*) Vorliufige Mitteilung: P. Gyorgy, R. Kuhn u. Th. Wagner- 
Jauregg, Naturw. 21, 560 (1933). 

5) Biochemie. J. 22, 434 (1928); 23, 689 (1929). 

4) H. W. Kinnersley, J.R.P. O’Brien, R. A. Peters u. V. Reader, 
Biochemie. J. 27, 225 (1933). 











938 Gyoérgy, vanKlaveren, Kuhn und Wagner-Jauregg, 


ley, J. R. O’Brien, R.A. Peters und V. Reader!) erhilt. In 
Ubereinstimmung mit den von uns dargestellten B,-Priparaten 


hat sich auch ein B,-Praparat, das in Oxford auf entsprechende | 


Weise dargestellt wurde, und das wir der Freundlichkeit von 
Herrn R. A. Peters verdanken, fiir sich als unwirksam und auf 
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Grundkost: Bourquin-Sherman-Diit + B, (Hefekochsaft, durch Fullererde von B, befreit, 
entsprechend 4 g frischer Backerhefe pro Tag). Nach 4'/, Wochen 30 y Lactoflavin pro Tag. 


Zusatz von Lactoflavin als stark wachstumsférdernd erwiesen 
(Fig. 2). Umgekehrt war Herr R. A. Peters so freundlich ein 
Lactoflavinpriparat, das in Heidelberg dargestellt war, in Oxford 
an Ratten zu priifen, deren Grundkost die Vitamine B, + B, ent- 
hielt. Auch dabei wurde gutes Wachstum beobachtet. 
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Fig. 2. 
Grundkost + B, (2 ccm = 1 Einheit Konzentrat von R. A. Peters pro Tag). 
B, = 20 y Lactoflavin pro Tag. 


Von den nach H. W. Kinnersley, J. R. O’Brien, 
R. A. Peters und V. Reader dargestellten B,-Konzentraten be- 
ndtigen wir pro Tag und Ratte eine Menge, die 5—15 g frischer 


‘) Biochemie. J. 27, 225 (1933). Wir halten es fiir zweckmiBig, ab- 
weichend von der gegebenen Vorschrift, die vielfach nur schwach wirksame 
Priparate lieferte, nicht mit hei8 gesiittigter Barytlauge vorzureinigen, 
sondern mit kalter Barytlésung, entsprechend den Angaben von H. W. Kin- 
nersley u. R. A. Peters, Biochemic. J. 21, 786 (1927). 
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Bickerhefe entspricht, damit die volle Wirkung des Lactoflavins 
in Erscheinung tritt. In guter Ubereinstimmung damit bendtigen 
H. Barnes, J. R. P. O’Brien und V. Reader’) in ihren B,-Ver- 
suchen von diesen Praiparaten pro Tag und Ratte eine Menge, 
die 8—11 g Frischhefe entspricht. Bei der weiteren Reinigung 
mit Mercurisulfat in schwefelsaurer Lisung*) bleibt der in der 
Bourquin-Sherman-Diit fehlende Ergainzungsstoff im Filtrat, er 
verhalt sich somit auch in dieser Hinsicht wie Vitamin B, (Fig. 3). 
Abweichend verlief in der Regel die anschlieBende fraktionierte 
Faillung mit Phosphorwolframsaure, wobei die wirksame Sub- 
stanz weder im Filtrat noch nach Zerlegung der Niederschlige 
nachzuweisen war. Ubereinstimmend mit B, war die Bestindig- 
keit gegen n/1-Salzsiure bei 1—2stiindigem Kochen. Aus 
der sauren Lésung lieB sich die mit B, vermutlich identische, 
wirksame Substanz an Fullererde adsorbieren?”) und durch Elution 
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Mit HgSO, gereinigte B,-Lésung (pro Tag 60g Frischhefe entsprechend) zur Grundkost. 
Nach 2 Wochen 10 y Lactoflavin pro Tag. 


mit wasserhaltigem Pyridin—Methanolgemisch*) wieder in Lésung 
bringen. Die von Pyridin befreite Elution gab mit Pikrinsiure 
eine Fiallung, aus der durch Zerlegung mit Schwefelsiure und 
Ather die wirksame Substanz (B,) wiedergewonnen wurde. Davon 
erhielten die Tiere pro Tag eine Menge, die 100 g Frischhefe 
entsprach. Auf Zusatz von 107 Lactoflavin betrug die Gewichts- 
zunahme in 5 Wochen 42 g. 

DaB es sich bei diesen Versuchen nicht um einen einfachen 
Summationseffekt handelt, geht daraus hervor, da’ Lactoflavin 
allein und die B,-Priparate allein auch in 2—3fach gréBSeren 
Mengen ohne nennenswerten EinfluB auf das Wachstum blieben. 

1) Biochemic. J. 26, 2035 (1932). 

*) In rohen Lésungen, z. B. Hefekochsiften, nimmt die zur vollstindigen 
Adsorption der Flavine nétige Menge Fullererde nur einen Teil des Vitamins B, 


auf. Wgl. die Versuche der Fig. 1. 
‘) Vgl. die Vorschriften zur Darstellung der Flavine. 
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Ergiebige Quellen fiir den Ergiinzungsstoff (B,) stellen Malz 
und Malzextrakt dar’), die allerdings auch betrichtliche Mengen 
Vitamin B, enthalten. Dieses lift sich durch Adsorption an 
Frankonit KL in neutraler Lésung leicht entfernen. Man kann 
so in bequemer Weise B,-Lisungen darstellen, die zur Ergiinzung 
der Bourquin-Sherman-Diat fiir B,-Bestimmungen sehr geeignet 
sind (Fig. 4). Solche Lésungen lassen sich &hnlich wie Hefekoch- 
sifte durch Adsorption an Kohle, Elution mit salzsiurehaltigem 
Alkohol usf. weiter reinigen. 








Gewrt er Tiere i? gf. 
8 
T 
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Fig. 4. 


Malzextrakt (mit Frankonit gereinigt) als B,-Quelle. Pro Tag 2ccm entsprechend 0,5 ¢ 
Léflunds Malzextrakt. Nach 2 Wochen 10 y Lactoflavin. 2 gleichartige Versuche. 


Vom Vitamin B,, das in der Bourquin-Sherman-Diat reich- 
lich enthalten ist (Weizenschrotextrakt), sind die Versuchsergeb- 
nisse unabhangig.?) Mit 507 Vitamin B, pro Tag und Ratte war 
weder allein noch in Kombination mit 60 y Lactoflavin Wachs- 
tum zu erzielen.*) 


1) Vgl. P. Karrer u. H. v. Euler, Arkiv f. Kem. 11B, Nr. 16, 1 (1933). 

2) Soweit es sich um die hier allein betrachtete Wachstumswirkung 
handelt. Uber den Einflu8 von Vitamin B, auf den biologischen Symptomen- 
komplex vgl. P. Gyérgy, Nature, im Druck (1934). 

*) Fiir die Uberlassung von B,-Konzentraten und von krystallisiertem 
Vitamin B, sind wir der I. G.-Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, sehr 
zu Dank verpflichtet. 









































Flavine und Flavoproteine als Vitamin B.. 
Von 


Paul Gyérgy, Richard Kuhn und Theodor Wagner-Jauregg. 
Mit 4 Figuren im Text. 





Aus der Kinderklinik der Universitat und dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, 
Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1934.) 


Unter den in der voranstehenden Mitteilung ausfiihrlich be- 
schriebenen Bedingungen besitzt krystallisiertes Lactoflavin starke 
Wirksamkeit als Vitamin B,.') Bei der Reinigung iiber das Silber- 


salz und iiber die Thalloverbindung bleibt die Wirksamkeit er- 
_halten?), desgleichen bei der Reinigung iiber die chloroformlésliche 
 Tetra-acetylverbindung®), die sich mit kalter n-Natronlauge ver- 
 seifen laBt. Die vorliegenden Versuche, von denen Fig. 1 einige 
Beispiele wiedergibt, zeigen, daB die als Einheit definierte Wachs- 


tumswirkung (40 g Gewichtszunahme in 30 Tagen) durch 8—10 y 
reinstes Lactoflavin pro Tag und Ratte erreicht wird. Mit 5—7 7 


_erzielt man bereits gutes Wachstum. 


Bei diesen quantitativen Angaben ist zu beriicksichtigen, daB die an- 
gewandte Grundkost nicht véllig frei ist von Vitamin B,.*) Bei vollkommen 
B,-freier Grundkost kénnten daher die fiir die angegebenen Wachstums- 
wirkungen nétigen Lactoflavinmengen noch etwas héher gefunden werden. 


_ Ein weiterer Umstand, der die quantitativen Verhiiltnisse in derselben Rich- 
_ tung verschieben kénnte, ist, daB auch die verwendeten B,-Lésungen®) noch 


schwach gelb gefirbt sind und etwas Vitumin B, enthalten. Unsere vor- 


u laufigen Angaben**), wonach bereits mit 77 Lactoflavin die Einheit des 


Wachstums erreicht wird, diirften, wenn man von einer verschiedenen 
Empfindlichkeit der Tiere absieht, durch diesen Umstand bedingt sein. 





1 P. Gyorgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Naturw. 21, 


560 (1933); Klin. Wschr. 12, 1241 (1938). 


*) R. Kuhn, H. Rudy u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 66, 
1950 (1933). 

5) R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 66, 1577 (1933). 

*) Der alkoholische Weizenextrakt, mit dem die Stirke imprigniert 
wird, enthalt etwas B,. P. Gyérgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, 
Diese Zs. 228, 22 (1934). 
‘) Elutionen der Kohleadsorbate aus gereinigtem Hefekochsaft. 
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Bemerkenswert ist der Befund, daB auch Tetra-acetyl- 
lactoflavin, allerdings erst in gréSeren Mengen (20 y und dar- 
iiber) gute Wachstumswirkung zeigt. Ob im Organismus eine 
Abspaltung der Acetylgruppen erfolgt, ist unbekannt. 
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Fig. 1. Fig. 2. 
Wachstumswirkung von Lactoflavin. A = 13,6 y Ovoflavin (leichter lésliche Fraktion), 


Uber die Silber- und Thalliumverbindung B = 25 y Acetyl-ovoflavin (aus A), 
gereinigtes Priparat vom Schmelzp. 274°. C= 16 y Ovoflavin (durch Verseifen von B). 


Krystallisiertes Ovoflavin') ist dem Lactoflavin nicht gleich- 
wertig. Es ist vermutlich uneinheitlich und besteht aus 2 Flavin- 
farbstoffen, von denen der etwas leichter lésliche vielleicht mit 
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Fig. 3. Fig. 4. 
A= Dialysierter Leberauszug (entsprechend Wachstumswirkung des gelben Ferments. 
1,2 g Leber pro Tag). Die Farbstoffmengen sind colorimetrisch 
B= Dialysatdesselb. Leberauszugs nachkurzem bestimmt. Mit der Fiitterung wurde nach 
Kochen (entsprechend 2,4 g Leber pro Tag). 11/. bzw. 2 Wochen begonnen. 


Lactoflavin identisch ist. Zur Zeit liegt eine ausreichende Fraktio- 
nierung noch nicht vor. Der in 2n-Essigsiiure schwerer lésliche 


1) R. Kuhn, P.Gyérgy u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 66, 
576 (1933). 
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und durch Silbernitrat leichter fallbare Farbstoff diirfte biologisch 
weniger wirksam oder unwirksam sein. Beispiele fiir die Wachs- 
tumswirkung von Ovoflavin (leichter lésliche Fraktion), von dem 
daraus gewonnenen Acetylovoflavin und dem durch Verseifen 
wiedergewonnenen Ovoflavin sind aus Fig. 2 ersichtlich. 


In der Kuhmilch ist fast alles Lactoflavin in frei dialysier- 
barer Form vorhanden.') Im Gegensatz dazu findet sich in der 
Leber fast alles Vitamin B, in Bindung an hochmole- 
kulare Stoffe als Flavoprotein. Extrahiert man fein zerkleinerte 
Rinderleber mit Wasser, so erhilt man nach scharfem Zentrifugieren 
eine stark wirksame Lésung. Dialysiert man diese unter Kiskiihlung 
durch Cellophan, so tritt kein Farbstoff in die AuBenfliissigkeit. 
Der Dialysenriickstand bewirkt an B,-Tieren gutes Wachstum. 
Kocht man den Dialysenriickstand auf, wobei EiweiB ausflockt, 
so tritt bei erneuter Dialyse das Flavin und mit ihm die B,-Wirk- 
samkeit in die AuBenlésung (Fig. 3). Verriihrt man Leberbrei mit 
Aceton, so geht ein Teil des Farbstoffs, der von seinem kolloiden 
Trager abgelést wird, in das wasserhaitige Aceton. In diesem 
sind dann die Vitamine B, und B, enthalten. Die Acetontrocken- 
leber enthalt aber noch einen Teil des Farbstoffs und damit 
auch des Vitamins B, in nicht dialysierbarer, gebundener Form. 


In der Hefe ist wie in der Leber ein grof8er Teil des Vita- 
mins B, in nicht dialysierbarer Form als Flavoprotein vorhanden. 
Das von O. Warburg und W. Christian?) aufgefundene gelbe 
Ferment ist offenbar mit dieser hochmolekularen Form des Vita- 
mins B, identisch. Gereinigte Fermentpriparate, fiir deren Uber- 
lassung wir Herrn O. Warburg aufrichtig danken, wurden einer 
griindlichen Dialyse (Cellophan) unterworfen und auf B,-Wirkung 
geprift. Aus Fig. 4 ist ersichtlich, da’ solche Lésungen, auf 
gleiche Farbstoffmengen bezogen, etwa dieselbe B,-Wirksamkeit 
besitzen wie krystallisiertes Lactoflavin.*) Das untersuchte Ferment- 
priparat enthielt vor der Dialyse auch erhebliche Mengen Vita- 
min B,. Es bestand zum gréBten Teil aus Hefegummi, der sich 
nach Salkowski leicht erkennen lieB. Die Anwesenheit dieses 
Polysaccharids ist nach der von O. Warburg und W. Christian 


1)P. Gyorgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Diese Z. 223, 
26 (1934). 

*) Naturw. 20, 688, 980 (1932). 

8) Vermutlich wird das Ferment im Verdauungstrakt gespalten und 
die prosthetische Gruppe (Vitamin B,) in Freiheit gesetzt. 
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gegebenen Vorschrift zur Gewinnung des gelben Ferments aus 
Hefe verstiindlich. Zerstért man das Hefeferment durch Erhitzen, 
wie dies bei der Darstellung von Hefekochsiften als Ausgangs- 
material fiir B, allgemein iiblich ist, so wird die gelbe, prosthe- 
tische Gruppe abgespalten. Bei der Dialyse tritt dann gleich- 
zeitig mit dem Farbstoff auch das Vitamin B, durch die Membran, 


Die gewonnenen Kenntnisse iiber die Natur des Vitamins B, 
werden es ermoglichen, auch diejenigen Mangelerscheinungen, die 
neben der Wachstumshemmung etwa noch in Erscheinung treten, 
genauer als bisher zu erfassen. Dabei kommt der Pellagra und 
pellagratihnlichen Erkrankungen besondere Bedeutung zu, die man 
seit J. Goldberger und J. D. Lillie’) in einfacher Weise auf 
Mangel an Vitamin B, zuriickzufiihren versucht hat. Diese Frage 
bleibt auf Grund unserer eigenen Beobachtungen an B,-arm er- 
nabrten Ratten, die nur ausnahmsweise und dann geringfiigige 
Haut- und Fellverinderungen zeigen’), vorliufig offen. 


1) U.S. Public Health Rep. 41, 1025 (1926). 


*) Zum Krankheitsbild vgl. P. Gyérgy, R. Kuhn u. Th. Wagner- 
Jauregg, Diese Z. 228, 21 (1934); Klin. Wschr. 12, 1241 (1933). 
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Einige Versuche am Cholesten-dion. 
Von 
0. Stange. 
(Aus dem Aligemeinen Chemischen Universitaéte-Laboratorium Gdéttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1934.) 


Das Cholesten-dion C,,H,,O, (,,Oxy-cholestenon“ nach 
Mauthner und Suida!) entsteht als Hauptprodukt bei der Oxy- 
dation des Cholesterins mit Chromsaureanhydrid; bei Verwendung 
anderer Oxydationsmittel gelingt es, einige Zwischenprodukte zu 
isolieren und dadurch den folgenden Reaktionsverlauf wahrschein- 
lich zu machen: 


| C,,H | | CU. 
CH, CH, ca SY’ . CH, CH, CH b>. . 


i 
in si” * pe a a 
HO: 
HOCH c bu, HOCH = C On bu, 
| 
wh ef, on 
I Sadia II Cholestan-triol. 


CH, CH, én Nit CH, CH, bu NO Hy 
i iin — 





a. | | =, | | 
C CH, OC 5)C Sales 
5 i ~ 
at bu co a 3 o 
III Cholestan-dion-ol. IV Cholestendion. 
| C,.H. 
CH, CH, CH ~ ” 
a ee 
Disemicarbazon H.C C CH 
+ Na-Athylat > | | 
H,C C C 
~~ lt ae 
H CH, 


ean V_Pseudo-cholesten. 
1) Mh. Chem. 17, 584 (1896). 
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Das Cholesten-dion ist schon vor vielen Jahren ausfiihrlich 
untersucht worden.') Gewisse Zweifel, ob das Formelbild IV 2u- 
treffend ist, sind aber bestehen geblieben. Um diese zu beseitigen, 
habe ich auf Veranlassung von Herrn Prof. Windaus einige neue 
Versuche vorgenommen: 

Zunichst habe ich das Di-semicarbazon des Cholesten- 
dions bereitet und es mit Natrium-athylat auf 200° erhitzt; als 
einziges faBbares Reaktionsprodukt erhielt ich dabei Pseudo- 
cholesten (V). Der Versuch entspricht ganz dem Ubergang des 
Cholestenon-semicarbazons in Pseudo-cholesten?) und beweist, dak 
sich auch im Cholesten-dion die Doppelbindung zwischen Kohlen- 
stoffatom 4 und 5 befindet. 

Nun wurde auch das Mono-semicarbazon des Oxy-chole- 
stenons nach Wolf-Kishner behandelt. Unter den Reaktions- 
produkten waren iiberraschenderweise neben neutralen Anteilen 
auch in Alkalien lésliche vorhanden. Der neutrale Anteil bestand 


is  , 
CH, CH, CH _ CH, CH, CH a 
aC C C H,C 
| | | | 
c C CH, >» C 
i i. Y 1 
N CH CO 
NH NH, la - 
ra is, 
CO SO 
Mono-semicarbazon des Cholestendions. 
1 XX. OH 
HL ee ie” 4 ba dt iP Wz 
HG 
| | 
> Ss CH —_ C ‘ | ’ 
allt ~\ 
| oT or 
N N bn . N 
bu es 


Oxy-triazin. 


‘) Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 2249 (1906); 40, 261 (1907). 
*) Lettré, Diese Z. 221, 73 (1933). 
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lich [| hauptsichlich aus Cholestan-3,6-diol; dieses Diol enthalt die 
_ peiden Sauerstoffatome in derselben Stellung, in der sie auch im 


ies ' Cholestendion vorhanden sein sollen; die Bildung dieses gesittigten 
eue gweiwertigen Alkohols ist also eine Stiitze fiir die FormellIV des 
Cholesten-dions. 
an. Das in Alkalien lésliche Reaktionsprodukt enthielt 1 Mol 
aly | Wasser weniger als das Mono-semicarbazon und besaf demnach 
Jo. | die Formel C,,H,,ON,. Es handelt sich hier augenscheinlich um 
des | ein Oxy-triazin, das nach vorstehendem Schema entstanden sein 
Jag & dirfte. 
ie Versuchsteil. 
Disemicarbazon des Oxycholestenons. 2 ¢ Oxycholestenon werden 
do. in 40 cem Methylalkohol gelést, mit dem Doppelten der fiir das Disemi- 
_ ecarbazon berechneten Menge Semicarbazidacetat versetzt und 2 Stunden 
ns- § unter RiickfluB gekocht. Das ausgefallene Produkt schmilzt bei 287°. Es 
len ff ist in Benzol, Chloroform, Alkohol nahezu unléslich. Zur Reinigung wird 
nd es aus der Hiilse mit einer Mischung gleicher Teile Benzol und Alkohol 
unkrystallisiert. Das reine Produkt schmilzt bei 296° unter Zers. 
1, § 4,370 mg Subst.: 10,980 mg CO,, 3,710 mg H,O. — 4,652 mg Subst.: 


0,652 cem N, (24°, 758 mm). 
C,,H,, (NNHCONH,), Ber. C 68,01 H 9,61 N 16,35 
Gef. ,, 68,51 ,, 9,50 ,, 16,06. 


Reduktion des Disemicarbazons nach Wolf-Kishner. 1,5 ¢ 
Disemicarbazon werden mit einer Auflésung von 1,5 g Natrium in 15 ccm 
absolutem Alkohol 8 Stunden im Rohr auf 200° erhitzt. Nach dem Er- 
kalten spilt man den Rohrinhalt mit Ather und Wasser heraus, wiischt die 
iitherische Lésung mit Wasser, trocknet sie und dampft ab. Der Riickstand 
wird im Hochvakuum destilliert. Das Destillat krystallisiert aus Ather- 
Methylalkohol und zeigt als Rohprodukt einen Schmelzp. 60—65°. Durch 
hiufiges Umkrystallisieren steigt der Schmelzpunkt auf 78—79°. Die Sub- 
stanz gibt mit dem gleichschmelzenden Pseudocholesten keine Depression 

80 des Schmelzpunktes. 


0,0142 g Subst., 2 ccm Chloroform, 1 = 1 dm. 

oy =+ 0,459; [a]}® = + 63,4°% 

Monosemicarbazon des Oxycholestenons. 2¢ Oxycholestenon werden 
in 40 eem Methylalkoho! gelést und mit der fiir das Monosemicarbazon 
berechneten Menge Semicarbazidacetat versetzt. Dann wird die Lésung 
2 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Das ausgefallene Produkt schmilzt bei 
240° Es lést sich leicht in Chloroform und la8t sich aus dieser Liésung 
durch Ausfillen mit Alkohol reinigen. Der Schmelzpunkt liegt bei 245°. 


3,667 mg Subst.: 0,302 cem N, (21°, 740 mm). 
C,,H,,ONNHCONH, Ber. N 9,22 Gef. N 9,31. 


Reduktion des Monosemicarbazons nach Wolf-Kishner. i,5¢ 
Monosemicarbazon werden mit einer Auflésung von 1,5 g Natrium in 15 cem 
absolutem Alkohol 8 Stunden auf 200° erhitzt. Nach dem Erkalten versetzt 











248 O. Stange, Einige Versuche am Cholesten-dion. 


man mit viel Wasser und iithert aus. Dabei gehen die neutralen Antei 
in den Ather. Zur Isolierung der sauren Anteile wird die waBrig-alkalisch: 
Lésung angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Aus dieser Atherische 
Lésung 14Bt sich beim Schiitteln mit 5°/, iger Natronlauge ein schwer 1é;. 
liches Natriumsalz in der Zwischenschicht zur Abscheidung bringen. Zy 
Isolierung desselben wird die Natronlauge abgelassen und die Atherschich; 


abgehoben. Das Natriumsalz lost man in viel Wasser und nimmt die saure, § | 


Anteile nach dem Ansiuern mit verdiinnter Salzsiéure in Ather auf. NachE 
dem Abdampfen des Athers hinterbleibt ein Riickstand, der beim Verreiba 
mit Aceton krystallisiert. Zur weiteren Reinigung dieses Stoffes erweist « — 
sich als zweckmiBig, ihn in Eisessig zu lésen und mit wenig Aceton an. 
zuspritzen. Der Schmelzpunkt liegt bei 285°. 


4,348 mg Subst.: 12,290 mg CO,, 3,960 mg H,O. — 5,955 mg Subst. 
0,501 cem N, (23°, 757 mm). 
C,,H,,ON, Ber. C 76,85 H 9,92 N 9,61 
Gef. ,, 77,07 ,, 10,19 ,, 9,66. 
Der mit Diazomethan bereitete Methylester wird aus Methanol un. 
krystallisiert. Er bildet feine Nadeln und schmilzt bei 166°. 


4,473 mg Subst.: 12,660 mg CO,, 4,150 mg H,O. 
C.,H,,ONs Ber. C 177,13 H 10,08 Gef. C 77,20 H 10,38 


Die itherische Losung der Neutralbestandteile hinterliBt nach den 
Abdampfen des Athers einen Riickstand, der beim Verreiben mit Ather- 
Petrolither ein in schénen Blittchen krystallisierendes Produkt liefert. Die 
Identitaét mit Cholestan-3,6-diol wurde durch Schmelz- und Mischschmelz 
punkt erkannt. 


Herrn Prof. Windaus danke ich fiir die Leitung und Unterstiitzung 
meiner Versuche. 
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Uber Cholestenon und Koprostanon. 
Von 


Herbert Grasshof. 





(Aus dem Allgemeinen chemischen Universitaéts-Laboratorium in Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1934.) 


I. Oxydation des Feendo-cholestens zum Cholestenon. 

Aus friheren Untersuchungen geht hervor, da’ Cholesterin 
und Cholesten (I) ihre Doppelbindung im Ring B zwischen Kohlen- 
stoffatom 5 und 6 enthalten. Bei der Oxydation des Cholestens 
mit Chromsaureanhydrid entsteht als neutrales Reaktionsprodukt 
das 7-Oxo-cholesten (II).1) Hierbei wird also eine der Doppelbin- 
dung benachbarte Methylengruppe, die in demselben Ringe steht 
wie die Doppelbindung, zur Carbonylgruppe Hee 


C,H 

CH, CH, bez ~~ “ CH, CH, ber Not we 
Ft tia a, =< a 
CH, C CH 
a Le = yy ee 
CH, (5) - CH, CH, C CO 
“iy Pi ee Nica aa 

H, CH, CH 

I Poot II 7-Oxo-cholesten. 


Im Pseudo-cholesten (III), Allo-cholesterin und Cholestenon (IV) 
findet sich die Doppelbindung in Ring A zwischen Kohlenstoff- 
atom 4 und 5. Wenn die Oxydation des Pseudo-cholestens mit 
Chromsiureanhydrid ebenso verlaufen wiirde wie diejenige des 
Cholestens, miiBte in diesem Fall die in Stellung 3 befindliche 
Methylengruppe des Pseudo-cholestens in die Carbonylgruppe ver- 
wandelt werden: 


CH, CH, bu bw CH, CH, ba Note 
cH, CH cH, CH 


2 
| | ius - 1. e 
CH, . 5C H, OC3) a CH, 
oe os a al wit 
i wi, CH CH, 
III Pseudo-cholesten. IV Cholestenon. 


Dies ist tatsichlich der Fall; neben 7-Oxo-cholesten, dessen 
Bildung wohl einer Umlagerung von Pseudo-cholesten in Cholesten 
zuzuschreiben ist, entsteht in der Hauptsache Cholestenon (IV.*) 





*) Die umgekehrte Reaktion, die Uberfiihrung von Cholestenon in 
Pseudo-cholesten hat schon H. Lettré durchgefiihrt.?) 
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Pseudo-cholesten wurde nach der Vorschrift von Lettré*) mit Chrom. 
siureanhydrid in Eisessig oxydiert. Durch Krystallisation des Neutralteiles 
aus Aceton-Methanol wurden Blittchen erhalten, die bei 125° schmolzen 
und mit 7-Oxo-cholesten keine Schmelzpunktsdepression gaben. 

Die Mutterlauge wurde mit Semicarbazid-acetat-Lésung gekocht. Das 
ausgefallene Semicarbazon wurde durch mehrstiindiges Erwirmen mit einem 
Gemisch von Eisessig und konzentrierter Salzsiiure auf dem Wasserbade 
gespalten. Durch Verdiinnen mit Wasser und Ausithern wurde ein Produkt 
erhalten, das aus Methanol fraktioniert umkrystallisiert wurde. Die Haupt- 
fraktion wurde in Nadeln erhalten, die bei 79° schmolzen und mit Chole- 
stenon keine Schmelzpunktsdepression gaben. 


0,0182 g Subst.: 2 cem Chloroform, 1 = 1 dm, a = + 0,76°. 
[a]i9 = + 83,5°. 
Fiir reinstes Cholestenon wird angegeben: 
[olp = + 90,5°, + 88,8° 
4,124 mg Subst.: 12,730 mg CO,, 4,240 mg H,O. 
C,,H,,O Ber. © 84,29 4H 11,54 Gef. C 84,18 H 11,50. 


Auch das Absorptionsspektrum meines Ketons war annihernd identisch 
mit demjenigen des Cholestenons. 
II. Hydrierung des Cholestenons zum Koprostanon. 


Wenn man Cholesten mit Platinmohr hydriert, erhalt man aus- 
schlieBlich Cholestan(V). Wenn man Pseudo-cholesten hydriert, erhilt 


ge | C,H 
CH, CH, do ity - CH, CH, CH oor, 
ae a ae Ne 
CH, ‘ CH CH, CH 
| | —> | | | 
= es CH, CH, © CH, 
OH, H CH, H i, 
I Cholesten. so xt =6VEsCholestan. 

( CioHso | CigHsy 
ae Ser 
CH, i CH _ CH, C CH 
| | | | 
§ pie bu, CH, © CH, 

| 
CH i, au H, 
III Pseudo-cholesten. VI Pseudo-cholestan. 


man bei langsamer Hydrierung einer neutralen Lisung meistens 
ausschlieBlich Pseudo-cholestan (VJ), wiihrend in essigsaurer Lésung 
bei rascher Hydrierung Cholestan gebildet wird.°) 








ie ~~ in. — a _—— a oe 
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irom: Das dem Pseudo-cholesten entsprechende Allo-cholesterin 
teiles (3-Oxy-pseudo-cholesten) sollte dementsprechend bei der Hydrie- 
_ rung in neutraler Lisung hauptsichlich Koprosterin liefern. Das 
Das | ist aber nicht der Fall, vielmehr tritt die Bildung des Kopro- 


inem — sterins (3-Oxy-pseudo-cholestan) gegeniiber derjenigen des 3-Oxy- 
bade F holestans (Cholestanols) sehr zuriick, vermutlich darum, weil sich 
— _ das Allo-cholesterin unter dem Einflu8 von Katalysatoren leicht 
hele | in Cholesterin zuriickverwandelt.*) 


Diese Unbestindigkeit zeigt das Cholestenon nicht und verhilt 
sich daher bei der katalytischen Hydrierung wie Pseudo-cholesten: 
In idtherischer Lésung wird es in glatter Weise zu Pseudo- 
cholestan-3-on (Koprostanon) hydriert, wihrend in essigsaurer 
Lésung mit Platinmohr ein Gemisch von Alkoholen und Ketonen 
entsteht, Auf diesem Wege ist nun endlich ein Derivat 
des Koprosterins ganz leicht zuginglich geworden. 


Reines Cholestenon wurde in dtherischer Lésung in Gegenwart von 

tisch — Palladiummohr mit Wasserstoff geschiittelt. Der Wasserstoff wurde ziem- 

lich schnell aufgenommen. Nach dem Abdampfen des Athers hinterblieb 

ein farbloser Sirup, der in der 10 fachen Menge Alkohol gelést und heif 

mit einer Lésung von Digitonin in 90°/,igem Alkohol versetzt wurde. Es 

entstand ein kleiner Niederschlag, der nach mehrstiindigem Stehen abgesaugt 

aus- wurde. Nach seiner Zersetzung mit Pyridin konnte eine kleine Menge 
hilt — Substanz isoliert werden, die nicht rein erhalten wurde. 

Das Filtrat der Digitoninfillung wurde im Vakuum zur Trockne ver- 

: dampft und der Riickstand zur Trennung vom Digitonin mit Ather behan- 

- delt. Das nach dem Verdampfen des Athers zuriickbleibende Ol wurde 

mit etwas Alkohol versetzt, wodurch es nach einigem Stehen erstarrte. Es 

wurde mit dem Alkohol verrieben, abgesaugt und aus wenig Alkohol um- 

krystallisiert. Schmelzp. 62—63° Schéne Blittchen. Die Reaktion nach 

Liebermann-Burchard war negativ. Mit SbCl, entstand keine Firbung. 


4,241 mg Subst.: 12,995 mg CO,, 4,470 mg H,O. 
C,,H,,0 Ber. C 83,86 H 12,00 Gef. C 84,10 H 11,87. 


Zur Identifikation wurde das Koprostanon mittels Chromsiure zu der 
Dicarbonsiiure vom Schmelzpunkt 247° aufgespalten. Deren Dimethylester, 
mit Diazomethan bereitet, schmolz bei 61° und gab mit dem auf friihere 
Weise erhaltenen keine Depression des Schmelzpunktes.°) 


Herrn Prof. Windaus danke ich fiir die Leitung meiner Versuche. 


Literatur. 


Windaus, Ber. chem. Ges. 53, 488 (1920). 
Diese Z. 221, 73 (1933). 
Windaus, Ber. chem. Ges. 52, 170 (1919). 
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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. 
VIII. Eine Mikromethode zur Bestimmung der Aktivitit 
lipolytischer Enzyme. 


Von 


David Glick (New York). 





(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Februar 1934.) 


Wie aus den friiheren Arbeiten dieser Reihe hervorgeht, 
ist die Mikromethodik zur Bestimmung kleiner enzymatischer 
Spaltungen bis jetzt fiir folgende Enzyme ausgearbeitet worden: 
Peptidasen’**), Proteinasen einschlieBlich Pepsin’), Urease’, 
sowie die kohlehydratspaltenden Enzyme Saccharase, Maltase und 
Amylase.) Es ist der Zweck der folgenden Abhandlung, die An- 
wendbarkeit dieser Methoden auf die Bestimmung der lipolytischen 
Enzyme zu erweitern. 


Theoretischer Teil. 


Die iibliche alkalimetrische Titration der freigemachten 
Saiure in gepuffertem Medium ist in diesem Falle nicht angebracht, 
da in den offenen GefiBchen die Absorption von Kohlendioxyd 
aus der Luft ein stérendes Ausbleichen der Farbe des als Indi- 
cator verwendeten Phenolphthaleins oder Thymolphthaleins beim 
Endpunkt der Titration hervorruft. Dieser Effekt kann zwar 
durch Ausfiihrung der Titration in einer Stickstoffatmosphiire 
vermieden werden, doch wiirde dies das Verfahren komplizieren. 
AuBerdem ist die Anwendung von Salzsiure in den Mikrobiiretten 
angenehmer als die von Kaliumhydroxyd; es wurde daher eine 
acidimetrische Methode ausgebildet. 

Als Substrat diente Methylbutyrat, welches geniigend wasser- 
léslich ist, um die Freimachung ausreichender Mengen von Butter- 
siiure bei der enzymatischen Spaltung im homogenen Medium zu 
erméglichen. AuBerdem ist der hemmende Effekt des bei der 
Hydrolyse gebildeten Methylalkohols kleiner als der irgendeines 
anderen Alkohols, wie von D. Glick und C. G. King’) gezeigt 
wurde. 








: 
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Die Wahl des Puffers wird bestimmt durch die Riicksicht 
auf das p,-Optimum der lipolytischen Enzyme und die Erforder- 
nisse der Titration. Die fiir das p,-Optimum von Enzym- 
praparaten aus Saugetierpankreas *%), Leber®?), Milchdriisen 1), 
Duodenalsaft}*), Milch*), Blut'’), und von gereinigter Magen- 
lipase 1#1518) angegebenen Daten variieren mit der Natur des 
angewendeten Puffers, des Substrates und der im Enzympriiparat 
vorhandenen Begleitstoffe, doch scheinen alle Werte zwischen 
py 70 und 8,8 zu legen. Die Erfordernisse der Titration folgen 
direkt aus dem Prinzip der acidimetrischen Titrationsmethode: 
Der Baseniiberschu8 des alkalischen Puffers wird durch die bei 
der Hydrolyse von Methylbutyrat freigemachte Buttersiure teil- 
weise neutralisiert, wodurch die Abnahme der Basenkonzentration 
pro Zeiteinheit zum direkten MaB der enzymatischen Aktivitat 
wird. Diese kann also bestimmt werden durch Messung der 
Differenz der Titrationssiuremengen, die verbraucht werden, um 


| 3 das p, des alkalischen Verdauungsgemisches vor und nach der 
_ Hydrolyse auf einen passenden Wert zu bringen. Der Endpunkt 


der Titration muB auf ein p,, festgelegt werden, bei dem weder 


der Puffer des Verdauungsgemisches, noch die Buttersiure Puffer- 


wirkung besitzen, also 2 Einheiten alkalischer als das px der 
Buttersiure (4,8), und mindestens 2 EKinheiten saurer als das px 
des Puffers, dessen Konzentration betrachtlich sein mu8. Wird 
der Endpunkt zu alkalisch gewahlt, so macht sich die Absorption 
von Kohlensiure aus der Luft stérend geltend. Der p,,-Bereich 
von 6,5—7,0 wurde aus allen diesen Griinden als der fiir den 
Titrationsendpunkt bestgeeignete angesehen. 

Die Art der zu verwendenden Puffermischung wird dadurch 
bestimmt, daB sie beim p,-Optimum des Enzyms gute, beim 
Titrationsendpunkt nahezu keine Pufferwirkung entfalten soll. 
Phosphatpuffer werden durch den zweiten Umstand ausgeschlossen, 
Boratpuffer dadurch, daB sie mit dem Glycerin, das im allgemeinen 
zur Extraktion der Enzyme aus den Geweben dient, Komplexe 
bilden, Ammoniak- oder Aminpuffer endlich dadurch, daB sie 
durch Verdampfung des Ammoniaks oder Amins zu ernstlichen 
Fehlern AnlaB geben kénnen, die bei Mikromethoden besonders 
beférdert werden. Es wurde daher eine Aminosiure—Puffer- 
mischung gewahlt, und zwar Glycin—Natriumhydroxyd bei einem p,, 
von 8,7. Das pg von Glycin ist 9,17 bei 40°, der Verdauungs- 
temperatur, und 9,70 bei 18°, der Titrationstemperatur. Als 
Titrationsendpunkt wurde p,, 6,5 festgelegt, wobei die Farbinde- 
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rung der mit Bromthymolblau als Indicator titrierten Verdauungs- 
mischung geniigend empfindlich war. Dies war der Lage des 
Endpunktes nach — mehr als zwei p,,-Einheiten saurer als das p, 
des Glycins, und fast zwei p,-Einheiten alkalischer als das px 
der Buttersiure — zu erwarten. Da die px-Werte der bei der 
Hydrolyse von anderen, gewohnlich als Substrate fir lipolytische 
Enzyme verwendeten Estern und Glyceriden, entstehenden Sauren 
im selben p,-Bereich liegen, wie das pg der Buttersiure, kann 
die hier beschriebene Mikromethodik auch zur Bestimmung der 
Spaltung dieser Substrate beniitzt werden. 


Zur Sistierung der Enzymwirkung wurden verschiedene 
Mittel versucht. Alkohol oder Aceton sind ungeeignet, da sie 
das px der Buttersiiure nach der alkalischen Seite verschieben, 
und so den Unterschied zwischen diesem und dem px des 
Puffers verringern, Natriumfluorid verschlechterte den Farb- 
wechsel des Indicators bei der Titration. Formaldehyd senkte, 
angewandt in der notwendigen Konzentration, durch seine Reaktion 
mit den Aminogruppen des Pufiers dessen p,, unter 6,5; ebenso 
hatte Sublimat einen stark siuernden Effekt. SchlieBlich wurde 
eine 1,5—2°/,ige Lésung von Phenol als zufriedenstellend be- 
funden. 


Versuche. 


Bei den Enzymbestimmungen wurde eine Substratlésung ver- 
wendet, die 0.4m. an Glycin, 0,1 n. an NaOH war und 1°, 
Methylbutyrat enthielt. Die Liésung wurde zu jedem Versuch 
frisch bereitet. 


Die Bestimmung wird folgendermaBen ausgefiihrt: 7 cmm 
der Puffer—Substratmischung werden mit 7 cmm des Enzym- 
priparates in einem MikroreaktionsgefiB versetzt.*) Sodann wird 
ein Riihrer zugesetzt und die Lisungen werden gemischt, wie 
in 1) beschrieben. Das Gefaif wird mit einer Kappe verschlossen 
und die gewiinschte Zeit im Thermostaten bei 40° gehalten, 
sodann 50 cmm der Phenolindicatorlésung (10 ccm 2 °/, iges 
Phenol + 1,5 ccm 0,04°/,iges Bromthymolblau) mit einer groben 
Mikropipette™*) zugesetzt und die Mischung mit n/20-waBriger 


1) 


*) Die zur vorliegenden Untersuchung benutzte Apparatur ist in 
beschrieben. Enzym- und Substratlisung wurden mit Pipetten der Type | 
abgemessen. 

**) Vel. Fig. 2 in 5). 
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, Salzsiiture unter elektromagnetischer Riihrung mit der Mikro- 
- pbirette titriert. Die Farbe des Indicators wird mit der einer 
| Standardlésung in einem zweiten MikroreaktionsgefiB verglichen. 


Die Standardlésung besteht aus 10 ccm m/15-Phosphatpuffer von 


. pz 6,5 (3,1 com sekundires Phosphat + 6,9 ccm primires Phos- 


phat) + 1ccm 0,04°/,ige Bromthymolblaulésung. Zur Ausfiihrung 
jeder Titration werden gleiche Zeiten eingehalten, da beim Stehen 
der nahezu neutralen Liésung die blaue Farbe sich allmihlich 
vertieft, wahrscheinlich infolge des Entweichens von wihrend der 
Verdauung absorbiertem Kohlendioxyd. 

Bei der Kontrolle (Bestimmung des Titrationswertes der 
Reaktionsmischung bei Versuchsbeginn) wurde die Enzymlésung 
am Grunde des ReaktionsgefiBes, die Substrat—Pufferlésung als 
Tropfen an dessen Seitenwand angebracht. Nach dem Verschlu8 
wurde das Gefi8 in horizontaler Stellung aufbewahrt und so die 
Mischung von Substrat und Enzym verhindert. Nachdem die 


| Kontrollversuche wihrend der Reaktionszeit der Bestimmungen 


gestanden haben, wird Phenolindicatorlésung zugesetzt und in 


- gewohnlicher Weise titriert. 


Um die Genauigkeit der Methode zu erproben, wurde ein 
Spaltungsversuch mit einem Schweinepankreaspriparat angestellt, 
das durch Verdiinnen eines an Glycerin 87 °/,igen Extraktes aus 
dem mit Aceton—Ather getrockneten Organ dargestellt worden 
war. Spaltungszeit 2 Stunden bei 40° Wie aus Tab. 1 hervor- 
geht, ist die gréBte Abweichung der Kontrollen 0,1 cmm, die der 
Bestimmungen 0,14 cmm. 



































Tabelle 1. Tabelle 2. 
Titrationswerte Titrationswerte (emm n/20-HC)l). 
(emm n/20-HC)). anne 

: x fach verdiinnt} 5 10 20 | 40 
Kontrolle Bestimmung —— == 
—inienmmlbiiammeed ~Wanbelin 12,02 | 12,38 | 12,46 | 12,40 

11.54 10.92 11,98 | 12,38 | 12,54 | 12,42 
11,46 10,80 12,08 | 12,24 | 12,40 | 12,50 
mcr aoe Mittel 12,03 | 12,33 | 12,47 | 12,44 

é 

11,46 10,84 
11.46 10.94 Bestimmungen | 8,92] 10,74] 11,60 | 11,98 
11.44 10.88 9,00 | 10,62 | 11,66 | 11,96 
oasis 10.84 8,82 | 10,74 | 11,58 | 12,08 

Mittel 11,49 10,94 8,80 | 10,80 | 11,72 | 11,88 
— Mittel 8,88] 10,72] 11,64 | 11,97 
Mittel 10,80 Mittel, Spaltung 3,15] 1,61] 0,83] 0,47 
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Zu einem zweiten Versuch wurde ein Schweinemagenextrakt 
verwendet, dargestellt durch Verdiinnen eines an Glycerin 87 °/, igen 
Glycerinextraktes aus frischer, fein verriebener Magenschleimhaut 
auf 30°/, Glyceringehalt. Dieses Priparat wurde auf das 5—40fache 
mit 30°/,igem Glycerin verdiinnt und durch 5 Stunden bei 40° 
auf das Substrat einwirken gelassen. Das Resultat ist in Tab. 2 
wiedergegeben. Die Beziehung zwischen Enzymkonzentration und 
Aktivitat ist fiir diese Enzymkonzentrationen nahezu linear. 


Der Verfasser wiinscht fiir das freundliche Interesse zu 
danken, mit welchem Prof. Dr. S. P. L. Serensen dieser Arbeit 
gefolgt ist. Ferner dankt er Dr. K. Linderstrem-Lang, nach 
dessen Vorschlagen die Methode entwickelt wurde, und Dr. Heinz 
Holter fir wertvolle Anregungen und Kritik. 
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Bemerkungen zur Mitteilung von N. Tolkatschewskaia: 
,Uber Extraktivstoffe der Muskel von Dromaeus sp.“**) 


Von 


D. Ackermann und F. A. Hoppe-Seyler. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Februar 1934.) 


Die obige Mitteilung von N. Tolkatschewskaia macht 
einige Berichtigungen notwendig. Sie schreibt: ,,In einer Reihe 
von Untersuchungen lieB sich zeigen, da’ Ginse-+), Birkhihne-?), 
Tauben-), Krihen-') und Hihnerfleisch Anserin enthalt. Diesen 
Veréffentlichungen folgte eine Reihe von Arbeiten’), die die Frage 
iiber die Verbreitung des Anserins in der Tierwelt verfolgten. 
Im Laboratorium von Ackermann wurde festgestellt, daB das 
Anserin auch bei einigen Reptilien [z. B. beim Krokodil*)] vor- 
handen ist.“ 

Danach miBte man annehmen, daf die Arbeiten iiber die 
Verbreitung des Anserins in der Tierwelt entweder von Tolka- 
tschewskaia stammten oder in ihrer ersten Mitteilung [vgl. 7)] 
zusammengestellt seien. Beides ist nicht der Fall. Tolka- 
tschewskaia teilte damals — iiber 4 Monate nach den ersten 
ihr bekannten Mitteilungen des hiesigen Institutes iber Auffindung 
des Anserins und Erkennung desselben als Methylcarnosin*) — 
nur mit, daB sie unter Leitung von W. Gulewitsch aus Hiihner- 
muskel eine Verbindung abgetrennt habe, die wahrscheinlich 
identisch sei mit Anserin. Auf diese Veréffentlichung bezieht 
sich vermutlich auch J. Hefter ') mit der Angabe, Gulewitsch 
habe das Anserin ,gleichzeitig mit Ackermann“ entdeckt. Keil, 
Linneweh und Poller fanden im hiesigen Laboratorium Carnosin 
bei Python, nicht Anserin beim Krokodil. Eine Ubersicht iiber 
die Verbreitung von Anserin im Tierreich®”*) findet sich in keiner 
Mitteilung von Tolkatschewskaia. 

Die Frage, die Tolkatschewskaia in ihrer letzten Mit- 
teillung ausfihrlich bespricht, und von der sie meint, sie werde 








seiieesianietneeriaepanen ee 








258 D. Ackermann u. F. A. Hoppe-Seyler, Bemerkungen usw. 


von Ackermann und seinen Mitarbeitern zwar aufgestellt, aber 
nicht aufgeklirt: ob nimlich bei einzelnen Tierarten Carnosin 
und Anserin nebeneinander vorkommen kénnen, war bereits ein- 
wandfrei geklirt, ehe die erste Mitteilung Tolkatschewskaias 
[vgl. *)] erschien; bei der Untersuchung von Krokodilmuskel [vgl. °) 
war schon Carnosin neben Anserin isoliert worden. Die Tatsache, 
daB bei vielen Tierarten neben Anserin in den gleichen Frak- 
tionen der Muskelextrakte auch diazogebende Substanz vorkommt. 
ist von Wolf und Wilson [vgl. *)] so aufgefaBt worden, daB hier 
sehr wahrscheinlich Carnosin neben Anserin vorkommt. Die Ver- 
mutung Tolkatschewskaias, daB die Muskulatur von Tieren 
verschiedener Klassen stets entweder nur Carnosin oder aber nur 
Anserin enthalte, ist also sicher unzutreffend. Dab bei einzelnen 
Tierarten allerdings nur Anserin, kein Carnosin vorhanden ist, 
wurde in Arbeiten des hiesigen Instituts [vgl. “)]) mehrmals fest- 
gestellt. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XLII. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Februar 19314.) 


Oxim der Nitroketohydroxamsaure C,,H,,N,O, und seine Umlagerung. 


In der letzten Mitteilung ’) ist eine Nitroverbindung C,,H,,NO,(I) 
beschrieben worden, die aus Biliansiure-dioxim unter dem Ein- 
flu von Salpetersiure hervorgeht und bei energischer Kinwirkung 


4 dieser Siure Biloidansiiure liefert. Als unmittelbare Vorstufe der 


Nitroverbindung I ist dabei der Nitrosokérper C,,H,,NO, anzusehen, 
der sich von I nur dadurch unterscheidet, daB er an Stelle der 
Nitrogruppe eine Nitrosogruppe trigt. Da in der Verbindung | 
die Nitrogruppe durch Lauge leicht abgespalten werden kann, 
wobei Biliansiure entsteht, war die Méglichkeit gegeben, durch 
Oximieren von I und darauffolgende Abspaltung der NO,-Gruppe 
das bisher noch nicht bekannte 12-Monoxim der Biliansiure her- 
zustellen. Die Bereitung des gesuchten Nitrooxims gelang indessen 
bisher nicht; man erhielt zwar, als unter den iiblichen Bedingungen, 
d.h. mit einem Uberschu8 von Hydroxylamin, oximiert wurde, eine 
gut krystallisierende Verbindung, die sich aber als das Dioxim 
der Biliansiure erwies und als solches durch Uberfiihrung in den 
oben erwahnten Nitrosokérper C,,H,,NO, gekennzeichnet werden 
konnte. Bei der Oximierung ist also die Nitrogruppe in Mitleiden- 
schaft gezogen worden. Man kann sich dies in verschiedener Weise 
vorstellen: die NO,-Gruppe kénnte durch den Rest —NHOH er- 
setzt und dann die isomere Form in das normale Oxim umgelagert 
worden sein oder es ist die Nitrogruppe durch das Hydroxylamin 
zur Oximgruppe reduziert worden, wie sich eine solche Reduktion 
auch durch Zinkstaub und Eisessig erzielen lift. Wahrscheinlicher 


1) Diese Z. 222, 131 (1933). 
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als die genannten Méglichkeiten ist die Annahme, daB durch die 
alkalische Reaktion des Hydroxylamins der NO,-Rest durch 
Hydroxyl ersetzt und die durch Umlagerung der Enolform ent- 
stehende Ketogruppe oximiert wird. 

Von dem Nitrokérper I unterscheidet sich ein anderer Nitro- 
kérper (IJ) nur dadurch, daB er an Stelle einer Carboxylgruppe 
des ersteren eine Hydroxamsiuregruppe besitzt. Diese Nitro-keto- 
hydroxamsiaure ©,,H,,N,O, ist friiher von M. Schenck und 
H. Kirchhof?) durch Einwirkung von Salpetersaiure auf Dehydro- 
cholsiure-trioxim bereitet worden. Da die Nitrogruppe in der 
Verbindung IT etwas fester haftet als in I, wurde zum Vergleich 
versucht, die Siiure If zu oximieren; es gelang dies auch ohne 
Schwierigkeiten und man erhielt so die Nitro-oximino-hydroxam- 
siure C,,H,.N,O, (III). Von den Eigenschaften dieses Oxims ist 
das Verhalten gegen Salzsiiure, Salpetersiure und Schwefelsiure 
bemerkenswert. Durch siedende 20°/, ige Salzsiure wird lediglich 
die Oximgruppe abgespalten und die Nitroketohydroxamsiure 
zuriickgebildet, denn diese Siiure ist, wie bereits friiher erwahnt?), 
gegen siedende Salzsiure auffallend bestiindig. Auch durch Sal- 
petersiure (D. 1,4) von Raumtemperatur wird nur die Oximgruppe 
angegriffen und durch Sauerstofi ersetzt — in Einklang mit Er- 
fahrungen, die an Oximen mit 12-Stellung der NOH-Gruppe friiher 
gemacht wurden —, wihrend die beiden anderen Gruppen gegen 
Salpetersiiure verhiltnismaBig stabil sind, es resultiert also auch 
hier die Nitroketohydroxamsiure I]. HeiBe Schwefelsiure von 90°/, 
erweitert nach friiheren Feststellungen den Ketoximring c (NOH 
an C}*) im Sinne der Beckmannschen Umlagerung zum Lactam- 
ring, auch an dem Oxim der Nitroketohydroxamsiure laBt sich 
diese Umwandlung erzielen, und zwar wird, wie in anderen Fillen, 
von den beiden Méglichkeiten hinsichtlich der Struktur des 
Lactamringes auch hier anscheinend nur die eine verwirklicht. 
Nitrogruppe und Hydroxamsiuregruppe sind gegen die heibe 
Schwefelsiure resistent.*) Gemeinsam mit H. Kirchhof*) ist ge- 
zeigt worden, daB der Lactamring in den 3 Umlagerungsprodukten, 
die aus Biliansaéure-dioxim, Desoxybiliansiure-oxim und Bilioban- 
siiure-oxim entstehen, denselben Bau besitzt, denn das erste (Bilian- 
siiure-oximlactam) liBt sich durch Clemmensen-Reduktion in 
die beiden anderen iiberfiihren. Auf welcher Seite der benach- 


') Diese Z. 181, 185 (1929). 2) Diese Z. 181, 191 (1929). 
) Diese Z. 194, 40, 41 (1931). ‘) Diese Z. 186, 272, 273 (1930). 
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barten CO-Gruppe der Stickstoff sich befindet, hat sich noch nicht 
endgiiltig entscheiden lassen; zusammen mit J. Reschke aus- 
gefiihrte Versuche') machen es aber wahrscheinlich, daB die Struk- 
tur des Lactamringes die in den Formeln IV, V und VI be- 
zeichnete ist. Man konnte erwarten, da sich bei der Umlagerung 
des Oxims III der Ketoximring c in demselben Sinne erweitert 
wie bei der Umwandlung des Biliansaéure-dioxims, eine Erwartung, 
die durch den Versuch auf einem Umwege bestitigt wurde. Aus 
dem Umlagerungsprodukt des Biliansiiure-dioxims, dem Biliansiure- 
oximlactam, laiBt sich namlich durch Salpetersiure die Nitroso- 
verbindung C,,H,,N,O, (VI) gewinnen.”) Wurde nun die Nitro- 


34° 2 


 lactam-hydroxamsiure C,,H,.N,O, mit Zinkstaub und Lisessig 


Sense ee a eee ee 


reduziert, so erhielt man die Oximino-lactam-hydroxamsiure 
C,,H,,N,O, (vgl. den in der letzten Mitteilung*) beschriebenen 
Ubergang der Nitroverbindung I in Biliansiiure-7-monoxim). Das 
Reduktionsprodukt aber lieferte seinerseits mit Salpetersiure von 
Raumtemperatur eine blaugefirbte Nitrosoverbindung, die als mit VI 
identisch sich erwies. Die Umwandlung von V in VI entspricht 
ganz dem Ubergang der Oximino-keto-hydroxamsiure C,,H,,N,O, 


_ in die eingangs erwahnte Nitrosoverbindung C,,H,,NO, *): in beiden 
_ Fallen wird die Oximgruppe an C* zu einer Nitrosogruppe (mit 
_ benachbarter Doppelbindung) oxydiert, wihrend die Hydroxam- 
_ siuregruppe in eine Carboxylgruppe iibergeht. 


co co 
a? °) of, | 
one ps 
Se CH,CH © | ‘ CH, cH, CH OC 
Boece 4 
COOH CH  .NO,  HON:C. OH oR Pa 
cou th, ou CE, 


Nitroverbindung, C,,H,,NO,. Nitroketohydroxamsiure, C,,H,,N,0,. 


1) Diese Z. 220, 63, 64 (1933). 

2) Diese Z. 175, 136, 187 (1928); 217, 68 (1933). 
*) Diese Z. 222, 137 (1933). 

*) Diese Z. 183, 94 (1929). 
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C:NOH CO 
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c | CH, 
| 
CH, CH, ke 4] CH,CH,CH C 


1 i ne IV -_ ad 
ase 


| 
| | | 
HON:C-OH CH C-NO, HON:C-OH CH C-NO, 


oH Wh, (ou Ch, 


Oxim, C,,H;,N,0,. Lactam, C,,H,,N;0,. 
aq CO 
“ a 
NH OC me 
| | | 
CH, | CH, 
| | 
ee). ae 
CH, oC SH CH, Gille i 
| | | 
| ” é | 
HON:C-OH CH s : NOH OOH CH C-NO 
cou th, COOH GH, 
Reduktionsprodukt, C,,H,,N,0,. Nitrosoverbindung, C,,H,,N,0,. 


Beschreibung der Versuche. 

1. Oximierung der Nitroverbindung C,,H,,.NO,. Die Bereitung 
der krystallisierten Nitroverbindung erfolgte nach den in der 
letzten Mitteilung gemachten Angaben.') 1g des Nitrokérpers 
brachte man mit 36 com 96°/, igen Alkohols und mit einer Lisung 
von 1,5 g Hydroxylaminchlorhydrat in 7 com Wasser und 8 ccm 
10°/,iger Natronlauge zusammen und erhitzte das Gemisch 
40 Minuten lang auf dem Dampfbad. Nach etwa 7 Minuten war 
eine klare Lésung entstanden, nach 20 Minuten begann die Aus- 
scheidung farbloser Blattchen. Nach dem Erkalten wurden die 
Blattchen abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und_ getrocknet. 
Ausbeute 0,92 g. Zersetzungsp. 263—264° (fiir Biliansiure-dioxim 
friiher gefunden 266°). 

0,1127 g Subst. (bei 120° getr.): 5,50 cem N (12,5°, 749,1 mm), 

___ OyHygNJO, Ber. N 5,83  Gef. N 5,75. 

) Diese Z. 222, 185 (1933). 
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Zur weiteren Charakterisierung wurden 0,5 ¢ der farblosen 
Blattchen in 6 ccm Salpetersiure (D. 1,4) gelést und die blau- 
gefirbte Flissigkeit nach 10 Minuten mit Wasser gefillt. Die 


i Fallung krystallisierte man 2mal aus 50°/, iger Essigsiure um: 


hellblaue, silbergliinzende Nadeln, die bei 237—-238° sich zer- 
setzten (fiir die Nitrosoverbindung C,,H,,NO, friiher gefunden 
236—238 
0,1852 g Subst. (bei 110—120° getr.): 5,10 cem N (13°, 759,9 mm). 
C.,Hs,NO, Ber. N 3,02 Gef. N 3,29. 
Kine kleine Probe der hellblauen Verbindung wurde in der 


friher beschriebenen Weise!) in Biliansiure iibergefiihrt: Nadeln 
vom Zersetzungsp. 276,5°. 


2. Oximierung der Nitroketohydroxamsaure C,,H,,N,0,. Die Her- 
stellung der Nitroketohydroxamsiure geschah nach der friher 


_ gegebenen Vorschrift”) mit der Abweichung, daB die spontan sich 


ausscheidende Krystallmasse und die im Filtrat durch Zusatz von 


| Wasser erzeugte Fiallung nicht getrennt behandelt wurden. Man 
 lieB vielmehr das Reaktionsgemisch insgesamt 3 Tage lang stehen, 
| gab ohne Riicksicht auf die bereits vorhandene Ausscheidung eine 
 reichliche Menge Wasser hinzu und krystallisierte das Ungeléste 
| aus 50°/,iger Essigsiure um. 3g dieses Materiales wurden mit 


4,5 g Hydroxylaminchlorhydrat, 21 com Wasser, 108 ccm Alkohol 
von 96°/, und 24 ccm 10°/, iger Natronlauge 2 Stunden lang in 
einem Erlenmeyerkélbchen mit aufgesetztem Trichter auf dem 


- Dampfbad erhitzt. Die entstandene Lisung blieb dabei klar, auch 


nach dem Abkiihlen erfolgte keine Ausscheidung. Man gab nun- 
mehr 60 ccm 10°/, iger Essigsiure und reichlich 400 ccm Wasser 


_hinzu; auch jetzt schied sich im ersten Augenblick nichts aus, 


sehr bald aber erschienen in der Fliissigkeit beiderseits zugespitzte 
Naidelchen, deren Menge sich zusehends vermehrte. Nach 3 stiindigem 


_ Stehen wurde die Krystallisation abgesaugt, mit Wasser gewaschen 


und getrocknet. Ausbeute 2,84 g. Zersetzungsp. 263°. 
0,1308 g Subst. (bei 120° getr.): 9,00 cem N (11°, 763,1 mm). 
C.,H,sN,0, Ber. N825 Gef. N 8,30. 
Eine alkoholische Liésung des Stoffes gibt mit einem Tropfen 


_ Eisenchloridlésung eine braunrote Farbung. — In kalter 20°/, iger 
_ Salzsiure lést sich die Verbindung III nicht oder nur sehr wenig; 
beim Erhitzen tritt voriibergehende Liésung ein, vorausgesetzt, 


) Diese Z. 176, 195 (1928). *) Diese Z, 181, 194 (1929). 
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daB eine geniigende Menge Salzsiure genommen wird, alsbali | 
aber scheidet sich die in Salzsiure so gut wie unldsliche Nitro. | 
ketohydroxamsiure aus. In dem Filtrat l4Bt sich das abgespaltene | 
Hydroxylamin leicht nach dem Alkalisieren der Flissigkeit mit | 


Fehlingscher Liésung nachweisen. 0,1 g des Kérpers III wurden 


mit 10 ccm 20°/,iger Salzsiure 5 Minuten lang gekocht, es trat : 
dabei keine voriibergehende, wenigstens keine vollstaindige Lésung | 
ein. Das Ungeléste krystallisierte man aus 50°/, iger Essigsiiure | 


um: feine Nadeln vom Zersetzungsp. 280°, wie er fir die Nitro. 


ketohydroxamsiaure friiher gefunden wurde. Eisenreaktion braun- ; 


rot, beim Erwirmen mit Diphenylamin und Schwefelsiure rat 


keine Farbung auf. }) 
In Salpetersiure (D. 1,4) von Zimmertemperatur lést sich das 














Oxim III mit schwachgriiner Farbe, die allmahlich erscheint und : pe 


beim Stehen langsam wieder verschwindet. Worauf diese Griin- 
farbung beruht, muB dahingestellt bleiben; es ist nicht aus- 


geschlossen, daB sie auf eine Nitrosoverbindung zu beziehen ist, | 


deren Bildung aus einer 7, 12-Dioximinohydroxamsiure durch die 
Salpetersiure erfolgt. Eine solche Dioximinosiure kénnte dem 


Kérper III von der Oximierung her (vgl. Versuch 1) in geringer | 
Menge beigesellt sein. 0,1 g der Nitro-oximino-hydroxamsiure II] > 
wurden in 1 ccm Salpetersiiure (D. 1,4) gelést und die Loésung Ff ; 
48 Stunden lang bei Raumtemperatur sich selbst iiberlassen. fF 
Die anfanglich grime Farbe machte einer Braunfairbung Platz | 


und es schied sich allmihlich eine krystallinische Masse aus; nach F , 


Ablauf der bezeichneten Frist gab man eine reichliche Menge | 
Wasser hinzu und krystallisierte das Ungeléste aus 50°/, iger Essig- | 
siiure um: feine Nadeln vom Zersetzungsp. 277°. LHisenreaktion 
braunrot, beim Erwirmen mit Diphenylamin und Schwefelsiure f 


schwache Blaufarbung. 


3. Umlagerung der Nitro-oximino-hydroxamsiure C,,H,,N,0,. 2¢f 
des Oxims III wurden mit 24 ccm starker Schwefelsiiure (durch f 
Mischen von 20 ccm Wasser mit 105 ccm konz. Schwefelsiure f © 
erhalten) 20 Minuten lang auf dem Dampfbad erhitzt, die Lésung > 
nahm dabei eine braune Farbe an. Nach dem Erkalten goB man f 
die Fliissigkeit auf zerkleinertes Kis bzw. in Kiswasser und er- f 
zeugte hierdurch eine gelbliche Fillung, die nach mehrstiindigem f 
Stehen abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus 35°/,iger Essig- f 
siiture umkrystallisiert wurde: Nadeln vom Zersetzungsp. 268°. Aus- f 


beute (an 1 mal umkrystallisiertem Material) 1,2 g. 
1) Vgl. Diese Z. 194, 41 (1931). 
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0,1420 g Subst. (bei 120° getr.): 9,80 cem N (13°, 771,4 mm), 
C.,H;;N,0, Ber. N 8,25 Gef. N 8,36. 


In Alkohol gelést und mit einem Tropfen Kisenchloridliésung 
versetzt, gibt die Verbindung IV eine dunkelrote Farbung. 


4. Reduktion der Nitro-lactam-hydroxamsaure C,,H,.N,0,. 1 ¢ 
des Kérpers IV brachte man mit 1,25 ¢ Zinkstaub und 10 ccm 


 Kisessig zusammen und kochte das Gemisch 5 Minuten lang. Nach 
- dem Erkalten wurde filtriert und das Filtrat mit 50 com Wasser 
' yersetzt, es blieb dabei anfangs klar, allmihlich aber erfolgte eine 
_ Ausscheidung von Nadeln, die durch Reiben mit dem Glasstab 
' begiinstigt werden konnte. Ausbeute 0,69 g. Zersetzungspunkt 
_ wenig scharf, bei 201° schwaches Sintern, bei 206° beginnen Auf- 
- schiiumen und Braunfirbung, beides allmihlich intensiver werdend 
| (bis 222° erhitzt). 


0,1248 g Subst. (bei 120° getr.): 9,05 cem N (12,5°, 750,4 mm). 
C.,H;,N;0, Ber. N 8,48 Gef. N 8,56, 


Die alkoholische Lésung des Reduktionsproduktes V gibt mit 


_ einem Tropfen Eisenchloridlésung eine intensiv dunkelrote Fiirbung. 
' DaB bei der Reduktion der Nitro-lactam-hydroxamsiure in der 
| Tat am C-Atom 7 eine Oximgruppe entstanden ist, wird durch 
den folgenden Versuch bewiesen. 


5. Einwirkung von Salpetersaure auf die Oximino-lactam-hydroxam- 


_ sdure C,,H,.N,0,. 0,5 g des Reduktionsproduktes wurden in 6 ccm 
_Salpetersiiture von etwa 57°/, (auf 10 ccm Salpetersiure vom spez. 


Gew. 1,4: 2 com Wasser) gelést, die Lésung nahm dabei fast 


>| momentan eine blaue Farbe an. Nach 15 Minuten gab man eine 








_ reichliche Menge Wasser hinzu und erzeugte hierdurch eine hell- 
_blaue Fallung, die nach 24 Stunden abgesaugt, mit Wasser ge- 


waschen und aus 30°/,iger Essigsiiure umkrystallisiert wurde. Es 


_resultierten gut ausgebildete, blaugefirbte Krystalle, die in ihrem 
_Aussehen ganz an die friiher beschriebenen?) der Verbindung VI 
_erinnerten und auch bei derselben Temperatur wie diese sich zer- 
setzten (231°), 


0,1240 g Subst. (bei 110—120° getr.): 6,25 cem N (13°, 756,6 mm). 
C,,H,,N,0, Ber. N 5,86 Gef. N 5,99. 


Zur weiteren Kennzeichnung liste man den blaugefirbten 


| Stoff in Salpetersiiure (D. 1,4) von Raumtemperatur (im Verhiltnis 





") Diese Z. 175, 140 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX XIII. 18 
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1 g:12 com HNO,) und iiberlieS die blaue Lésung 8 Tage lang | : 


sich selbst. Die so gut wie farblos gewordene Fliissigkeit wurde 
mit der 15 fachen Raummenge Wasser versetzt und die hierdurc), 
entstehende Fiallung nach lingerem Stehen abgesaugt, mit Wasser 


gewaschen und aus Wasser umkrystallisiert. Man erhielt so die | 


farblosen Krystalle der Verbindung C,,H,,N,O,, vom Zersetzungs. 
punkt 205—207°.1) Dieselben Krystalle vom gleichen Zersetzungs. 


punkt konnten auch aus der Oximino-lactam-hydroxamsiure \ | ; 


direkt gewonnen werden, indem man 0,1 g des Kérpers V_ mit 
1,2 com 57°/,iger Salpetersiure 6'Tage lang bei Raumtemperatur 
sich selbst iiberlieB und die fast farblos gewordene Lésung wie 
oben weiterbehandelte. — Ferner fiihrte man eine kleine Probe der 
aus V hergestellten Nitrosoverbindung VI in der friiher beschric- 
benen Weise”) in die Keto-lactam-tricarbonsdéure C,,H,,NO, tiber, 


die durch zwei verschiedene, ineinander umwandelbare Krystall- | 


formen charakterisiert ist. Beim Umkrystallisieren aus Wasser 
erhielt man -sehr schén ausgebildete, kompakte ,,kleine Krystalle*, 
wihrend die ,,Nadeln“ nur sehr undeutlich zu erkennen waren 
und sich bald in die ,,kleinen Krystalle“ umwandelten. 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat die vor- 
liegende Untersuchung in sehr dankenswerter Weise durch Geld- 
mittel unterstiitzt. 





1) Diese Z. 181, 198 (1929); 217, 70 (1938). 
*) Diese Z. 176, 192 (1928). 
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Ist das Thrombin ein proteolytisches Ferment? 
Von 


Hubertus Strughold und Edgar Wéhlisch. 


Mit 6 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Februar 1934.) 


I. Einleitung: Kritisches, Problemstellung. 


Nach dem Ejindringen der kolloidchemischen Denk- und 
Arbeitsweise in Physiologie und Medizin hatte es eine Zeit lang 
den Anschein, als ob die urspriingliche Lehre Alexander Schmidts, 
nach welcher der gerinnungsauslésende Stoff des Blutserums, das 


’ Thrombin, ein Ferment vorstellt, durch eine rein kolloidchemische 


Auffassung vom Wesen des Gerinnungsvorganges ersetzt werden 
miiBte. Die zahlreichen Versuche, der alten Fermenttheorie eine 
neue, ohne den Fermentbegriff auskommende Theorie der Blut- 
gerinnung entgegenzustellen, haben sich indes auf die Dauer nicht 
durchsetzen kénnen, da sie experimentell nur mangelhaft fundiert 
waren. Mehr und mehr neigt man heute wieder dazu, die alte 
Lehre Schmidts vom fermentativen Charakter des Blutgerin- 
nungsvorganges als grundsitzlich richtig anzuerkennen. Niheres 
hieriiber findet sich in einigen monographischen Darstellungen 


_ des einen von uns,» * 3) 


Vom Standpunkt der Fermenttheorie der Blutgerinnung er- 


-hebt sich nun die Frage, in welche Klasse von Fermenten man 
das Thrombin einzureihen habe. 


Nach einer von Wdohlisch‘) geaéuBerten Hypothese kommt 
dem Thrombin in dieser Hinsicht eine Sonderstellung zu: es 


’ wird als ein streng spezifisch auf das Fibrinogen ein- 
> gestelltes, denaturierendes Ferment — eine Fibrinogen- 


Denaturase — aufgefaBt, d.h. als ein Katalysator des auch 
spontan, jedoch nur sehr langsam, ablaufenden Vorganges der 
Alterung oder Denaturation dieses Proteins. 

Gestiitzt wurde diese Hypothese durch den Befund®), daf 


i Fibrinogen und Fibrin sich durch die Lage ihrer isoelektrischen 
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Punkte in ihnlicher Weise unterscheiden, wie dies nach Michaelis 
und Mitarbeitern®) auch das native und denaturierte Albumin tun. 
Vor allem aber konnte Wéhlisch*) den Nachweis erbringen, 
daB es wirklich eine Spontangerinnung mechanisch labilisiertey 
Fibrinogens zu echtem Fibrin in vélliger Abwesenheit von Thrombin 
gibt, ein Vorgang, der schon durch einfaches Verdiinnen der 
Fibrinogenlésung mit 0,9°/,iger Kochsalzlésung ausgelést werden 
kann. 

Diese Befunde wurden jiingst von Klinke und Mitarbeitern' 
qualitativ und quantitativ bestitigt und in reaktionskinetischer 
Richtung weiter ausgebaut. Klinke®) hat sich daraufhin der 
Auffassung angeschlossen, da8 das Thrombin eine Denaturase 
vorstellt. 

Zu der allgemeineren Lehre von der Fermentnatur des 
Thrombins bekennt sich auch Waldschmidt-Leitz.%) Jedoch 
erklirt dieser Forscher das Thrombin mit groBer Bestimmt- 
heit fiir ein eiweiBhydrolysierendes Ferment. Da nu 
nach dem gegenwirtigen Stande unseres Wissens die Denaturation 
der Proteine héchstwahrscheinlich nichts mit hydrolytischer Spal- 
tung zu tun hat, so schlieBen die Theorien von der Proteasen- 
bzw. der Denaturasennatur des Thrombins einander aus, und 


man wird daher versuchen miissen, eine Entscheidung zugunsten | — 


der einen oder andern Auffassung herbeizufiihren. 
Waldschmidt-Leitz auSert sich auf Grund seiner Unter- 
suchungen iiber die Natur des Blutgerinnungsvorganges bzw. des 
Thrombins folgenderma8en: ,,Die Erklarung der Blutgerinnung als 
eines spezifisch proteolytischen Vorganges wird man nicht mehr 
zu bezweifeln haben; der chemische Nachweis der Proteolyse 
diirfte nur an der Geringfiigigkeit des hydrolytischen Umsatzes 
bei der Bildung des Blutfaserstoffes bisher gescheitert sein.“ 


Wie Waldschmidt-Leitz demnach selbst zugibt, existiert | — 


bisher kein direkter Beweis fiir die Proteasennatur des Throm- 
bins. In seiner Arbeit versucht er daher diesen Beweis auf in- 
direktem Wege zu erbringen. Seine Argumente erscheinen uns 
indes wenig zwingend: Er findet zuniichst, daB der bekannte 
gerinnungshemmende Stoff des Blutegels, das Hirudin, von ge- 
wissen proteolytischen Fermenten, niimlich Pepsin, Trypsinkinase 
und Papain—Blausiure abgebaut wird und dabei seine gerinnungs- 
hemmende Wirkung verliert. Da diesem Verhalten nach das 
Hirudin einerseits eine Affinitit zu proteolytischen Fermenten 
aufweist, andererseits aber wegen seiner Fahigkeit zur Verhinde- 
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rung der Blutgerinnung wahrscheinlich auch eine Affinitit zu 
Thrombin besitzt, so soll das Thrombin nach Waldschmidt- 
Leitz ein proteolytisches Ferment vorstellen. 

DaB diese SchluBfolgerung nicht unbedingt stichhaltig ist, 
liegt auf der Hand: es ist durchaus nicht einzusehen, warum 
ein durch proteolytische Fermente spaltbarer Stoff nicht auBerdem 
eine Affinitét zu einem andern, nicht proteolytischen Ferment 
aufweisen und dieses letztere, z. B. durch adsorptive Bindung, 
hemmen sollte. DaB tatsichlich die Affinitit des Thrombins 
zu Hirudin nicht die eines proteolytischen Fermentes 
zu seinem Substrat ist, wird bewiesen durch iltere, von 
Waldschmidt-Leitz nicht erwihnte Versuche von Bordets 
Schiller Gratia?’): Hirudin und Thrombin neutralisieren einander 
nimlich nach MaBgabe quantitativer Beziehungen, das Hirudin 
wird aber bei dieser Neutralisation vom Thrombin nicht zerstért, 
wie dies der Fall sein miiBte, wenn es dessen proteolytisches 
Substrat wire. Man kann vielmehr aus einem unwirksamen Ge- 
misch von Thrombin und Hirudin durch Erwirmen auf 56° 
wieder freies Hirudin gewinnen. Es hat also offenbar bei der 
Erwirmung die Sprengung einer Bindung zwischen den beiden 
Stoffen stattgefunden. Die Beziehungen zwischen Thrombin und 
Hirudin haben also zweifellos weit mehr Ahnlichkeit mit denen 
zwischen einem Agglutinin und seinem Rezeptor, als mit denen 
zwischen einem Enzym und seinem Substrat. 

Auch der von Waldschmidt-Leitz erhobene Befund, dai 
auBer Hirudin noch andere durch Trypsinkinase spaltbare Stoffe 
die Blutgerinnung hemmen, besagt nichts zur Frage der Proteasen- 
natur des Thrombins, und zwar deshalb, weil Waldschmidt- 
Leitz nicht den Beweis erbracht hat, daB diese Hemmung durch 
eine Affinitét zum Thrombin und nicht irgendwie anders zustande 
kommt. Die Hemmung ist nimlich nur an spontan gerinnendem, 
nativem Blut studiert worden, nicht aber an der isolierten 
1. Phase der Gerinnung, d. h. der Umwandlung des Fibrinogens 
in Fibrin unter der Einwirkung des Thrombins. Die Unterlassung 
eines isolierten Studiums der Einzelphasen der Gerinnung hat in 
der Geschichte der Erforschung dieses Gebietes schon hiufig zu 
Trugschliissen gefiihrt. 

Endlich sucht Waldschmidt-Leitz seine Hypothese, daf 
ydas Enzym der Blutgerinnung mit dem Pankreastrypsin ver- 
wandt“ sei, durch den Nachweis zu stiitzen, ,daB von den be- 
kannteren Enzymen, Pepsin, Trypsinkinase, Trypsin, Papain und 
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Krepsin ... allein das aktivierte Pankreastrypsin, Trypsinkinase, 
die Fahigkeit besitzt, die Blutgerinnung zu beschleunigen“. 

Gegen dieses Argument kénnen wir nur den soeben bereits 
erhobenen Einwand nochmals wiederholen: dem Befund einer 
Gerinnungsbeschleunigung durch Trypsinkinase kénnte zur Ent- 
scheidung der Frage nach der Natur des Thrombins nur dann 
ein gewisses Gewicht beigelegt werden, wenn der Nachweis er. 
bracht worden wire, daB Trypsinkinase deshalb die Gerinnung 
beschleunigt, weil sie Ahnlich wie das Thrombin gerinnungsférdernd 
oder -auslésend auf das Fibrinogen einwirkt und somit die Wir. 
kung des Thrombins unterstiitzt. Diese Annahme eines Syn- 
ergismus von Thrombin und Trypsinkinase ist offenbar 
von Waldschmidt-Leitz stillschweigend gemacht, jedoch 
nicht bewiesen worden, da auch diese Versuche ledig- 
lich am spontan gerinnenden Gesamtblut, nicht aber 
an der isolierten II. Phase des Gerinnungsvorganges 
angestellt wurden. Tatsichlich besteht nun aber bei einem 
so iuiberaus komplizierten, in mehreren Phasen ablaufenden Vor- 
gang, wie ihn die Gerinnung des Gesamtblutes vorstellt, auBer 
der Méglichkeit eines Synergismus zwischen Thrombin 
und Trypsinkinase noch eine ganze Reihe anderer Még- 
lichkeiten zur Deutung des von Waldschmidt-Leitz er- 
hobenen Befundes, — wir nennen nur die Beschleunigung der 
Bildung des Thrombins aus seinen Vorstufen. Ebenso darf die 
Méglichkeit nicht auBer acht gelassen werden, daB die gerinnungs- 
beschleunigende Wirkung der Trypsinkinase eine indirekte ist, 
in dem Sinne, daB sie auf dem Umwege iiber Abbauprodukte 
zustande kime, die bei der Einwirkung dieses Enzyms auf die 
Proteine des Blutes gebildet werden. 

Kine Klarung der Frage, ob wirklich das aktivierte Trypsin, 
ihnlich wie das Thrombin, koagulationsfordernd auf das Fibrinogen 
einwirkt und demgem&8 vielleicht dem Thrombin ,,verwandt* ist, 


kann nur durch eine genauere Analyse des von Waldschmidt- | 
Leitz aufgefundenen Effektes der Gerinnungsbeschleunigung | 


durch Trypsinkinase herbeigefiihrt werden. Diese Analyse ist 
die Aufgabe, die wir uns fir den experimentellen Teil unserer 
Arbeit gestellt haben. 


II. Experimenteller Teil. 
1. Methodik. 


Die in unseren Versuchen verwendeten Priparate von Trypsin und 


Enterokinase nach dem Verfahren von Willstitter verdanken wir der | 
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Freundlichkeit von Herrn Prof. Kurt Felix in Miinchen, dem wir an dieser 
Stelle unseren herzlichsten Dank aussprechen. 

Das aktivierte Trypsinkinasepriparat enthilt 1 Trypsineinheit (1 T.E.) 
in 1,8 mg Trockensubstanz. 1.'T.E. entspricht dabei nach Willstitter der- 
jenigen Enzymmenge, die nach Vollaktivierung mit Enterokinase 0,3 g Casein 
im Volum von 10 cem bei py 8,9 und 30° in 20 Minuten entsprechend einem 
Acidititszuwachs von 1,05 cem 0,2 n-KOH hydrolysiert. 

Die Aktivierungsvorschrift lautete: 50 mg Trypsin werden in 25 cem 
Glycerinwasser 1:1 gelést und mit 25 mg Kinase, die in 25 cem Wasser 
gelést waren, versetzt, nachdem beide Liésungen auf 37° erwarmt waren. 
Die Aktivierung dauert bei dieser Temperatur 30 Minuten. Aus Sparsamkeits- 
eriinden wurden meist nur aliquote Teile der hier genannten Mengen ver- 
wendet. 

In allen Versuchen wurde das als ,,Kontrolle“ fungierende, nicht mit 
Trypsinkinase beschickte Gerinnungssystem, mit einem dem Zusatz aus 
Trypsinkinaselésung in den tibrigen Glasern genau gleichen Volum des als 
Lisungsmittel dienenden Glycerin-Wassergemisches versetzt. 

Die Gerinnungsversuche wurden in Reagenzgliisern angestellt, die in 
einem auf 87° gehaltenen Wasserthermostaten standen. Als Gerinnungszeit 
(GZ) wurde die von der Auslésung des Gerinnungsvorganges durch Rekalzi- 
fizierung oder Thrombinzusatz bis zur vollstindigen Erstarrung des Glas- 
inhaltes verstreichende Zeit angesehen. Die Priifung auf Gerinnung erfolgte 
durch Neigen des aus seiner Fassung im Thermostaten herausgenommenen 
Reagenzglases. Bekanntlich ist bei allen derartigen Gerinnungsversuchen 
die Festsetzung des Versuchsendes und damit die Bestimmung der GZ mit 
einer gewissen Willkiir behaftet, da der Augenblick der Erstarrung des 
Glasinhaltes natiirlich nicht sehr scharf definiert ist. Wichtig ist daher, daB 
die Festlegung des Endpunktes der Reaktion in allen Versuchen durch ein- 
und denselben Beobachter geschieht, der sich durch Ubung bald ein feines 
Gefiihl fiir den Zustand des Gerinnsels und damit eine groBe Sicherheit in 
der Beurteilung des Versuchsergebnisses aneignet. Die einzelne Ablesung 
diirfte auf etwa + 5°/, unsicher sein. In allen unseren Versuchen liegen 
die Ausschlige, aus denen SchluBfolgerungen gezogen wurden, weit auBer- 
halb der Fehlergrenzen der Methodik. 


2. Versuchsergebnisse. 


a) Versuche mit gleichzeitigem Ablauf der beiden 
Hauptphasen der Gerinnung. Da, soviel uns bekannt, eine 
Bestitigung des von Waldschmidt-Leitz erhobenen Befundes 
einer starken Beschleunigung der Gerinnung des Gesamtblutes 
(Ziegenblut) noch nicht vorliegt, suchten wir diese Erscheinung 
zunichst zu reproduzieren. Als Gerinnungssystem diente dabei 
recalcifiziertes Pferdecitratblut. Wie im Nativblut laufen auch im 
recalcifizierten Citratblut die beiden Hauptphasen der Gerinnung 
— Thrombinbildung und Fibrinbildung — nebeneinander ab. 

Die Mengenverhiltnisse in unseren Versuchen wurden mig- 
lichst weitgehend denen in der Arbeit von Waldschmidt-Leitz 
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angeglichen: auch wir setzten zu je 4,0ccm Blut 1,0 ccm Trypsin- 
kinaselésung mit variablem Fermentgehalt. Wie bei Waldschmidt. 
Leitz betrug der maximale Fermentzusatz 0,5 T.E. Wahrend hei 
diesem Autor der minimale Zusatz 0,05 T.E. betrug, gingen wir 
bis zu 0,001 T.E. herunter. 

Versuchi1. Fig. 1 zeigt den typischen Ausfall eines derartigen Ge. 


rinnungsversuches, der trotz der Verwendung einer anderen Blutart aus- 
gezeichnet mit den Angaben von Waldschmidt-Leitz iibereinstimmt. 
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re. 
Fig. 1. Gerinnung von recalcifiziertem Pferdecitratblut als Funktion des Trypsinkinasezusatzes. 


4,0 ccm Pferdecitratblut 4°/5, 
+ 0,32 ccm 1°, CaCl,-Lésung. 
+ 1,0 cem Trypsinkinaseliésung variabler Konzentration bzw. 
+ 1,0 ccm Lésungsmittel bei der Kontrolle. 


Die GZ des ohne Trypsinzusatz geronnenen Kontrollblutes war durch Wahl 
der CaCl,-Konzentration auf 9,7 Minuten eingestellt (gegeniiber 10 Minuten 
bei Waldschmidt-Leitz), die GZ bei maximalem Trypsinzusatz betrug 
genau wie bei Waldschmidt-Leitz 1 Minute. Aus der Kurve ist ersicht- 
lich, daB eine Beschleunigung der Gerinnung schon durch sehr kleine 
Trypsinmengen stattfindet. 

Um die Beschleunigung zahlenmiBig auszudriicken, ist es 
nicht zweckmiBig, wie Waldschmidt-Leitz dies tut, die Differenz 
der Gerinnungszeiten der Kontrolle und des mit Trypsinzusatz 
geronnenen Blutes anzugeben, sondern den Quotienten aus diesen 
beiden Werten, den wir mit Stephan) als Gerinnungs- 


Beschleunigungsfaktor (BF) bezeichnen wollen. Es ist klar, | 
daB der gleichen zeitlichen Differenz eine sehr viel gréBere be- | 


schleunigende Kraft des Zusatzes entspricht, wenn die Absolut- 
werte der Gerinnungszeiten der Kontrolle klein, als wenn diese 
groB sind. Die BF-Werte sind in unseren Figuren neben den 
Kurven eingetragen. 

Versuch 2. Die naheliegende Frage, ob die durch den BF ausgedriickte 
Beschleunigung durch Trypsinkinase eine Konstante ist, oder mit der GZ 
des Systems variiert, beantwortet der in Fig. 2 wiedergegebene Versuch an 


Pferdecitratblut. Die Variation der GZ erfolgte hier durch Abstufung der 
zur Auslésung der Gerinnung dienenden CaCl,-Mengen. 
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Die Figuren zeigen sehr deutlich, daB der Zusatz von Trypsinkinase 
um so wirksamer ist, je gréBer die GZ des Gerinnungssystems bzw. je kleiner 


der CaCl,-Zusatz ist. 
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ccm 1% CaCl, pro cem Citratblur 


Fig. 2. Gerinnung von recalcifiziertem Pferdecitratblut mit Zusatz (gestrichelte Kurve) und 
ohne Zusatz (ausgezogene Kurve) von Trypsinkinaseliésung als Funktion der zugesetzten 
Calciummenge. 


4,0 ccm Pferdecitratblut 
+ 1,0 ccm Trypsinkinaselésung 0,5 T.E. bzw. Lésungsmitel 
+ x ccm 1°, CaCl,-Lésung pro 1,0 ccm Blut. 


Um ibersichtlichere Versuchsbedingungen zu schaffen, gingen 
wir nunmehr dazu iiber, anstatt Blut ein Citratplasma als Ge- 


rinnungssystem zu verwenden. 


Versuch 3. Aus Fig. 3 geht hervor, daB sich ein solches System 
grundsitzlich gleichartig verhalt, wie das Citratblut: auch hier variiert die 
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Fig. 3. Gerinnung von recalcifiziertem unverdiinntem Pferdecitratplasma mit Zusatz (ge- 
strichelte Kurve) und ohne Zusatz (ausgezogene Kurve) von Trypsinkinaselésung als Funk- 
tion der zugesetzten Calciummenge. 

4,0 ccm Pferdecitratplasma 
+ 1,0 ccm Trypsinkinaselésung (0,5T.E.) bzw. Lésungsmittel 
+ xccm 1°/, CaCl,-Lésung pro 1,0 ccm Plasma. 




















durch Trypsinkinase hervorgerufene Gerinnungsbeschleunigung in dem 
gleichen Sinne mit der GZ des Systems, wie in den Versuchen der Fig. 2. 
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Aus Griinden der Raumersparnis wurden die dem kleinsten CaCl,-Zusatz 
entsprechenden sehr langen GZ-Werte nicht mehr in die Kurve auf. 
genommen: fiir 0,04 cem CaCl,-Lésung waren die Daten: 


GZ mit Trypsinkinase: 15'/, Minuten 
», ohne ra : 7 Stunden 


BF = 27,0, 


Versuch 4. Verwendet man an Stelle von aktiviertem Trypsin das 
Priparat in nicht aktiviertem Zustande, so fallen am Citratplasma 
die Beschleunigungen zwar geringer aus, im tibrigen ist der Verlauf des 
Versuches jedoch gleichartig, wie durch Fig. 4 belegt wird. Der héchste, 
in der Figur nicht mit eingetragene Wert des BF betrug hier 16,0. 
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Fig. 4. Gerinnung von recalcifiziertem unverdiinntem Pferdecitratplasma mit Zusatz (ge- 
strichelte Kurve) und ohne Zusatz (ausgezogene Kurve) von nichtaktiviertem Trypsin als 
Funktion der zugesetzten Calciummenge. 


4,0 ccm Pferdecitratplasma 
+ 1,0 ccm 2°,. Trypsinlésung bzw. Lésungsmittel 
+ xccm 1°*/, CaCl,-Lésung pro 1,0 ccm Plasma. 


Auch der EinfluB des Zusatzes der gereinigten Entero- 
kinase ohne Trypsin wurde studiert. Hierbei ergab sich eben- 
falls eine, allerdings relativ unbetrichtliche Gerinnungbeschleuni- 
gung. Nur bei sehr langer GZ bzw. sehr kleinen CaCl,-Dosen 
wurden Werte des BF bis zu etwa 2,0 erhalten. 

Bilden die bisher besprochenen Versuche im wesentlichen 
eine Bestiitigung bzw. eine Erweiterung der Befunde von Wald- 
schmidt-Leitz, so zeigen die folgenden ein erheblich anderes Bild. 

Von der Arbeitshypothese ausgehend, daB die Beschleunigung 
der Gerinnung durch Trypsinkinase indirekt, nimlich durch irgend- 
welche beim tryptischen Abbau der PlasmaeiweiBkérper entstehenden 
Stoffe zustande kime, untersuchten wir den Einflu8 einer Ver- 
ringerung der Substratkonzentration. Zu diesem Zweck wurde das 
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Citratplasma zu dem Gerinnungsversuch nicht nur in nativem 
Zustande, sondern auBerdem in steigenden Verdiinnungen mit 
physiologischer NaCl-Lisung verwendet. 


Versuch 5. Fig. 5 zeigt den Ausfall eines solchen Versuches. Die 
Gierinnung wurde auch hier durch CaCl, ausgelést. Auf der Abszisse ist 
die ,,relative Eiwei8konzentration“ des Plasmas aufgetragen, d. bh. die auf 
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hig. 5. Gerinnung von recalcifiziertem Pferdecitratplasma mit Zusatz (gestrichelte Kurve) 

und ohne Zusatz (ausgezogene Kurve) von Trypsinkinase als Funktion der relativen EiweiB- 
konzentration des Plasmas. 

,0 ccm Pferdecitratplasma variabler EiweiBkonzentration 

,0 ccm Trypsinkinaselésung (0,5 E) bzw. Lésungsmittel 

,32cem 1°/, CaCl,-Lésung. 
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den willkiirlich gleich 1,0 gesetzten Eiwei8gehalt des unverdiinnten Plasmas 
bezogene EiweiBkonzentration der verschiedenen Plasmaverdiinnungen. Die 
Figur zeigt, daB mit fallender EiweiBkonzentration des Plasmas die be- 
schleunigende Wirkung der Trypsinkinase mehr und mehr abnimmt, um 
schlieBlich bei der relativen Eiwei8konzentration von 1:12 in eine Ge- 
rinnungsverzogerung umzuschlagen. 

Schon die Tatsache, daB die Trypsinkinase je nach 
der KiweiBkonzentration des Gerinnungssystems ent- 
weder eine Beschleunigung oder eine Verzégerung der 
Gerinnung bewirkt, macht es sehr wahrscheinlich, dab 
dieses Ferment nicht eine thrombinartige Wirkung hat, 
wie dies Waldschmidt-Leitz annimmt. 

In allen bisherigen Versuchen wurde an Gerinnungssystemen 
vearbeitet, in denen die I. Phase der Gerinnung, die Thrombin- 
bildung, und die II. Phase, die Umwandlung des Fibrinogens in 
Fibrin, nebeneinander ablaufen. Auch in dem folgenden Versuch 
ist dies noch der Fall. Er sollte der Entscheidung der Frage 
dienen, ob eine Gerinnungsbeschleunigung durch Trypsinkinase 
auch noch in solchen Gerinnungssystemen erhalten werden kann, 
die auBer Fibrinogen nur noch geringe Mengen anderer EHiweif- 
kirper enthalten. 

Versuch 6. Wir verwendeten eine Fibrinogenlésung, die durch 
imalige Faliung mit Kochsalz aus Pferdecitratplasma und Wiederauflésung 
des Niederschlages hergestellt war. Eine solche Lésung gerinnt ebenso wie 


ein Citratplasma auf Zusatz von etwas CaCl,, da sie auBer Fibrinogen auch 
die Vorstufen des Thrombins enthalt. Serumalbumin und Serumglobulin 
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sind nur noch in minimalen Mengen darin enthalten, auBerdem etwas 
Fibringlobulin, das die gleiche Fallbarkeit mit Kochsalz aufweist, wie 
Fibrinogen. 

Die Daten der Tab. 1 zeigen den Ausfall zweier derartiger Versuche, 


Tabelle 1. 


Gerinnungssystem: 4,0 ccm Fibrinogen-Prothrombinlésung 
+ 1,0 cem Trypsinkinase variabler Konzentration, 
bzw. + 1,0 ccm Lésungsmittel bei der Kontrolle 
+ 0,4 ccm 1°/,ige CaCl,-Lésung. 


























Versuch a Versuch b 
Zusatz 7 <a Se ' 
GZ (Minuten) | BF GZ (Minuten) | BF 
Lésungsmittel 11,5 | 11,0 
(Kontrolle) 

0,00001 T.E. | 10,0 1,10 
0,0001 11,0 | 1,05 10,25 1,07 
0,001 a 13,0 | 0,88 11,0 1,00 
0,005 =, 12,0 | 0,96 8,5 1,29 
0,01 4 8,5 | 1,85 5,5 2,00 
0,05 ms 5,0 2,30 5,D 2,00 
0,10 sa 3,0 | 3,83 Keine Gerinnung 
0,12 ”? 4,5 | 2,55 ” ”? 
0,15 : a | 2,80 a ch 
0,20 af Keine Gerinnung | “ a 
0,25 ” ” ” | ” ” 
0,50 ” ” ” ” ” 











In diesem von Ballasteiwei8kérpern weitgehend befreiten System 
fiihren also nur kleine Trypsinkinasemengen zu einer — relativ zu den 
Plasmaversuchen geringen — Gerinnungsbeschleunigung. GréBere Trypsin- 
kinasemengen dagegen (0,1—0,5 T.E.), die im unverdiinnten Plasma eine 
besonders starke Beschleunigung bewirken, heben die Gerinnungsfihigkeit 
des Systems durch Verdauung des Fibrinogens vdéllig auf. Die Ballast- 
eiweiBkérper des Plasmas gewihren also offenbar dem Fibrinogen weit- 
gehenden Schutz gegen die Wirkung der Trypsinkinase, indem sie deren 
Affinitit yom Fibrinogen ablenken. 


b) Versuche mit isoliertem Ablauf 
der Il. Hauptphase der Gerinnung. 


Versuch 7. Um in der Frage einer angeblichen Verwandtschaft des 
Trypsins mit dem Thrombin keine Méglichkeit auSer acht zu lassen, 
studierten wir vorerst die Einwirkung von Trypsinkinase auf Fibrinogen 
bis herab zu auBerordentlich kleinen Fermentkonzentrationen ohne jeglichen 
Zusatz von Thrombin. Das Ergebnis ist in Tab. 2 zusammengefaBt. 

In keinem Falle konnte also das Trypsin von sich aus die Gerinnung 
des Fibrinogens herbeifiihren. Dagegen 1laB8t sich stets nach einiger Zeit 
ein Abbau des Fibrinogens feststellen, da in der Lésung bei Halbsittigung 
mit Kochsalz keine Fallung mehr auftritt. 
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Ist das Thrombin ein proteolytisches Ferment? 































. Tabelle 2. 


Gerinnungssystem: 4,0 cem Pferdefibrinogenlésung 
+ 1,0 ccm Trypsinkinase variabler Konzentration, 
bzw. + 1,0 ccm Lésungsmittel bei der Kontrolle. 








Zusatz | Ergebnis 








Lésungsmittel (Kontr.) | Keine Gerinnung 


0,00001 T.E. 
0,0001 
0,001 
0,01 
0,10 
0,50 





Keine Gerinnung 


? 





Die folgenden Versuche sollten nach Méglichkeit eine Ent- 
scheidung der Frage herbeifiihren, ob die unter geeigneten Be- 
dingungen durch Trypsinkinase hervorgebrachte Gerinnungs- 
beschleunigung durch Foérderung von der I. oder II. Hauptphase 
oder durch Férderung beider Phasen zu erkliren ist. Es wurde 
daher in diesen Versuchen der Hinflu8 von Trypsinkinase auf 
die durch Thrombinzusatz in einer Fibrinogenlésung ausgeliste 
isolierte II. Phase untersucht. Das eiweiBarme Thrombinpraparat 
wurde in bekannter Weise nach Alexander Schmidt aus frischem 
Pferdeserum hergestellt. 

Versuch 8. Alle Einzelheiten des Versuchs gehen aus den Daten 
der Tab. 3 hervor. 


Tabelle 3. 


Gerinnungssystem: 2,0 cem Pferdefibrinogenlésung 
+ 2,0 cem Thrombinlésung mit 0,9°/, NaCl 
+ 1,0 cem Trypsinkinase variabler Konzentration, 
bzw. + 1,0 cem Lésungsmittel bei der Kontrolle. 




















Zusat Versuch a Versuch b 
— GZ (Minuten) GZ (Minuten) 
Lésungsmittel (Kontr,) | a E cae 
0,000001 'T.E, 19 26 
0,00001_ —s«, 19 24,5 
0,0001 —s«, 18 25 
0,001 . 17 24 
0,005 ss 22 27 
0,01 24 32 
0,05 is Keine Gerinnung | Keine Gerinnung 
0,1 ” ” ”? ? ” 
9? ”? ” 99 
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Sehr kleine Trypsindosen sind also ohne Einflu8 auf die Gerinnung 
wihrend mittlere Dosen zu einer Verzégerung und gréBere zu einer villigen 
Aufhebung dér Gerinnung fiihren. An diesem besonders einfach zusammen. 
gesetzten Gerinnungssystem 1i8t sich also schlagend beweisen, daf 
die Wirkung des Thrombins durch Trypsinkinase nicht unter. 
stiitzt wird, und somit keine Veranlassung besteht, eine Ver- 
wandtschaft der beiden Fermente im Sinne von Waldschmidt. 
Leitz anzunehmen. 


Im Gegensatz zum Ausfall des letzten Versuchs erhielten 
wir in Versuch 6 (Tab. 1), bei dem die Gerinnung der Fibrinogen- 
lésung durch Recalcifizierung, also durch Thrombinneubildung, 
ausgelést wurde, eine deutliche Beschleunigung der Gerinnung 
durch Trypsinkinase. Dieses Resultat macht eine beschleunigte 
Bildung von Thrombin unter TrypsinkinaseeinfluB als alleinige 
Ursache der Gerinnungsbeschleunigung wenigstens in diesem Falle 
sehr wahrscheinlich. 

Der folgende Versuch endlich beweist, daB bei Anwesenheit 
geniigender Mengen von BallasteiweiBkérpern die Trypsinkinase 
indirekt auch eine Beschleunigung des Ablaufes der II. Phase 
hervorrufen kann. 


Versuch 9. Anstatt einer gereinigten Fibrinogenlésung wie in Ver- 
such 8 diente in diesem Falle ein Citratplasma variabler Eiwei8konzentration 
als Substrat fiir das Schmidtsche Thrombin. 

Die Fig. 6 zeigt hier bei héheren Eiwei8konzentrationen eine deutliche 
Beschleunigung der Gerinnung durch Trypsinkinase, wenn diese auch nicht 
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Relative Eiweilkonzentration 


Fig. 6. Gerinnung von Pferdecitratplasma durch Schmidts Thrombin mit Zusatz (ge- 
strichelte Kurve) und ohne Zusatz (ausgezogene Kurve) von Trypsinkinase als Funktion der 
relativen Eiwei8konzentration des Plasmas. 

2,0 ccm Pferdecitratplasma variabler Eiwei8konzentration 


+ 2,0 ccm Thrombinlésung 
+ 1,0 ccm Trypsinkinase (0,5 T.E) bzw. Lésungsmittel). 


so hohe Werte erreicht, wie in Versuch 3, in dem I. und II. Phase der 
Gerinnung nebeneinander ablaufen. Interessanterweise schligt aber auch 
jetzt im Gebiete niedriger Eiwei8konzentration die beschleunigende Wirkung 
der Trypsinkinase in eine starke Hemmung, ja schlieBlich in eine vdllige 
Aufhebung der Gerinnung um. 
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Ist das Thrombin ein proteolytisches Ferment? 


III. Schlu&folgerungen. 


Unsere Versuche haben ergeben, daB das Problem der Ein- 


_ wirkung von Trypsinkinase auf den Vorgang der Blutgerinnung 


) viel komplizierter ist, als Waldschmidt-Leitz dies auf Grand 
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_ seiner nur an gerinnendem Gesamtblut, nicht aber an den iso- 
_ lierten Kinzelphasen des Gerinnungsvorgangs angestellten Unter- 
 suchungen annimmt. 


Trypsinkinase fiihrt keineswegs immer zu einer Beschleunigung 


_ der Gerinnung, vielmehr kann es unter geeigneten Bedingungen 
' ebenso gut zu einer starken Verzégerung, ja zu einer volligen 
Aufhebung der Gerinnung kommen. Eine solche Verzégerung 

| bzw. Hemmung der Gerinnung durch Trypsinkinase tritt vor allem- 
| dann auf, wenn das Fibrinogen gegen die verdauende Wirkung 
' der Trypsinkinase nicht durch die Anwesenheit von Ballasteiweib- 
_ korpern, wie Serumalbumin und Serumglobulin, bis zu einem 
| gewissea Grade geschiitzt ist. Gerade in dem besonders ein- 
_ fachen Gerinnungssystem aus isoliertem Fibrinogen und eiweib- 
| armem Thrombin, dem einzigen System, an dem die Frage nach 
' einem Synergismus von Thrombin und Trypsinkinase studiert 


werden kann, ist Trypsinkinase in kleinen Dosen wirkungslos, 
fihrt dagegen in gréBeren Konzentrationen zur Verzégerung bzw. 
Aufhebung der Gerinnung (Versuch 8). 


Hieraus folgt, daB die an komplizierteren Gerinnungssystemen 
zu beobachtende Beschleunigung der Gerinnung durch Trypsin- 
kinase wahbrscheinlich indirekt durch Kiwei8abbauprodukte zustande 
kommt. Die vor allem an gerinnendem Gesamtblut und an recal- 
cifiziertem Plasma mit hohem HiweiSgehalt sehr starke Beschleu- 
nigung durch Trypsinkinase scheint aus einer Férderung beider 
Phasen des Gerinnungsvorganges zu resultieren. — Beweis: Ver- 
suche 6, 8 und 9. 

In den folgenden Leitsitzen stellen wir unser gegenwirtiges 
Wissen iiber die fragliche Verwandschaft des Thrombins mit der 
Trypsinkinase kurz zusammen: 

1. Ein hydrolytischer Abbau des Fibrinogens durch Thrombin 
ist, wie Waldschmidt-Leitz selbst zugibt, nicht nachweisbar. 

2. Trypsinkinase vermag von sich aus keine Gerinnung des 
Fibrinogens herbeizufiihren. 

3. Trypsinkinase ist kein Synergist des Thrombins (Versuch 8). 










